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A Einleitung 
Citrinin wurde bereits 1931 von Hetherington & Raistrick bei ihrer Suche nach 
natürlichen Substanzen mit antibiotischer Wirkung aus Kulturen des Schimmelpilzes 
Penicillium citrinum isoliert und charakterisiert. Zunächst wurde dieser 
Sekundärmetabolit aufgrund seiner antibakteriellen Eigenschaften als Antibotikum 
„neuen Typs“ bezeichnet, inzwischen zählt Citrinin aber zu den Mykotoxinen. Hierbei 
ist insbesondere das nephrotoxische Potenzial von Bedeutung (Betina, 1989). Die 
von den auf Lebensmitteln vorkommenden Schimmelpilzen der Gattungen 
Aspergillus, Penicillium und Monascus (Betina, 1989, Blanc et al., 1995b) gebildete 
Substanz kann in den proximalen Nierentubuli durch Beinträchtigung mitochondrialer 
Funktionen und makromolekularer Synthesen zu Nierenschäden führen 
(Hanika & Carlton, 1994). So wird Citrinin neben Ochratoxin A als eine der Ursachen 
für das Auftreten der Balkan Endemic Nephropathy (BEN) beim Menschen 
angesehen (Vrabcheva et al., 2000, Pfohl-Leszkowicz et al., 2002).  
Neben seiner Nephrotoxizität, die in einer Vielzahl von Studien bei allen bislang 
untersuchten Tierarten nachgewiesen werden konnte (Übersicht bei Hanika & 
Carlton, 1994), weist Citrinin auch genotoxische (Martin et al., 1986, Föllmann et al., 
1999), embryotoxische und teratogene Eigenschaften auf (Reddy et al., 1982, 
Ciegler et al., 1977). Die LD50-Werte liegen je nach Tierart und Applikationsform 
zwischen 17 und 220 mg/kg KGW (Hanika & Carlton, 1994). 
Obwohl Citrinin-produzierende Schimmelpilze, insbesondere toxinogene Penicillium 
spp., häufig anzutreffen sind, sind Literaturangaben zum natürlichen Vorkommen 
dieser Substanz in der Nahrungskette relativ selten. Ein Hauptgrund für die relativ 
geringe wissenschaftliche Bearbeitung des Citrinin ist in der schwierigen 
Nachweisbarkeit zu sehen. Als problematisch erwies sich hierbei insbesondere die 
Instabilität des Toxins bei der Probenaufbereitung, die dadurch verursachte geringe 
Präzision der Ergebnisse, sowie ein ausgeprägtes „Tailing“ bei der 
chromatographischen Auftrennung mit herkömmlichen RP-HPLC-Kieselgelsäulen 
(Wilson, 1994, Reinhard & Zimmerli, 1999a, Dick et al., 1988). Hinzu kommt eine 
gewisse Instabilität des Toxins im Lebensmittel. Kitabatake et. al. (1991) stellten in 
mehreren Versuchsreihen fest, dass die Zersetzung von Citrinin zum einem von der 
Einleitung                                                                                                                        Seite                            2
 
Erhitzungstemperatur, zum anderen vom Wassergehalt des Substrates abhängig ist. 
Ungeachtet dieser analytischen Schwierigkeiten wurde aber bereits wiederholt von 
Citrinin in Zerealien berichtet (Molinié, et al., 2005, Vrabcheva et al. 2000). Martins et 
al. (2002) entdeckten Citrinin neben Patulin in portugiesischen Äpfeln mit fauligen 
Stellen. Zudem wurde, vermutlich bedingt durch die Verwendung von mit Monascus 
ruber fermentiertem Rotschimmelreis, in vegetarischen Wurstprodukten Citrinin 
nachgewiesen (Dietrich et al., 1999). 
Die Nephrotoxizität von Citrinin macht es erforderlich, weitere Daten zum 
Vorkommen dieses Mykotoxins in der Nahrungskette zu erheben. Aus diesem Grund 
wurden verschiedene Lebensmittel pflanzlichen Ursprungs (Zerealien, Frucht- und 
Gemüsesäfte und asiatische Nahrungsmittel) auf das Vorkommen von Citrinin 
untersucht. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde unter Einbeziehung der 
aktuellen Literatur zur toxikologischen Bewertung das daraus resultierende 
Gesundheitsrisiko für den Menschen eingeschätzt, um gegebenenfalls 
Präventivmaßnahmen im Sinne eines vorbeugenden Verbraucherschutzes einleiten 
zu können. 
Derzeit werden zum Nachweis von Citrinin in Lebens- und Futtermitteln neben 
chromatographischen auch immunochemische Verfahren eingesetzt (Reinhard & 
Zimmerli, 1999a). Für dieses Forschungsvorhaben wurde aufgrund der hohen 
Anforderung an die Selektivität und Sensitivität des Nachweisverfahrens die HPLC-
MS (Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie-Massenspektrometrie), sowie die 
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B Literatur 
1 Physikalische und chemische Eigenschaften von Citrinin 
Citrinin ist eine feste, kristalline, geruchlose Substanz. In Ethanol gelöstes Citrinin 
fluoresziert gelb (λ = 360 nm) und kristalliert in Form zitronengelber Nadeln aus. Das 
hydrophobe Mykotoxin ist gut löslich in Aceton, Benzol, Chloroform, heißem Ethanol, 
Ethylacetat und in verdünnten Laugen, weniger löslich in Diethylether und Ethanol 
























    A    B 
Abbildung 1: Strukturformel von Citrinin, A) p-Chinon-Form und B) o-Chinon-Form 
 
In Gegenwart von Metallionen neigt Citrinin aufgrund seiner Struktur zur 
Chelatkomplexbildung (Vazquez et al., 1996). Zudem treten zwei tautomere Formen, 
die p-Chinon und die o-Chinon-Form (Abbildung 1), auf, welche in wässriger Lösung 
bei Raumtemperatur über eine Keto-Enol-Tautomerie im Gleichgewicht stehen 
(Sankawa et al., 1983). In Methanol und in Methanol/Methylenchlorid Lösungen 
reagiert Citrinin im Sinne einer „Michael-Addition“, indem das Methanol an das C1-
Atom der o-Chinonform gebunden wird. Diese Additions-Reaktion ist reversibel und 
das Gleichgewicht Additions-Produkt/freies Citrinin verschiebt sich bei steigenden 
Temperaturen sowie einer Erhöhung des Methylenchlorid-Anteils der 
Methanol/Methylenchlorid- Mischung zu Gunsten des freien Citrinins (Poupko et al, 
1997). 
Die wesentlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften von Citrinin sind in 
Tabelle 1 zusammengefasst. 
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Molekulargewicht [g/mol] 250,1 
Schmelzpunkt 175°C  
UV max. in Ethanol (nm) 222, 253, 319 
Molarer Absorptionskoeffizient bei 319 nm 4700 
Erscheinungsform Gelb, fest, kristallin und geruchlos 
 
Citrinin ist verglichen mit anderen Mykotoxinen relativ hitzeempfindlich. Sein Abbau 
setzt bereits bei Temperaturen von 60-70 °C ein. Eine deutliche Abnahme seiner 
antibiotischen Wirksamkeit konnte schon nach einer 15-minütigen Erhitzung auf 
100°C bei pH 2-9,5 beobachtet werden (Scott, 1984). 
In einer Reihe von Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass Citrinin in 
wässrigen Lösungen instabil und thermolabil ist. So wurde gezeigt, dass der Citrinin-
Gehalt in mit Monascus fermentierten kommerziellen roten Reisproben nach 20-
minütigem Kochen in Wasser um 50 % reduziert wird (Shu et al., 2002). Kitabatake 
et al. (1991) untersuchten den Abbau und die Detoxifikation von Citrinin unter 
verschiedenen Bedingungen bezüglich Erhitzungstemperatur und Feuchtigkeit. Sie 
stellten fest, dass der Abbau bei trockener Erhitzung bei 160°C einsetzt; ab 175°C 
war Citrinin vollständig zersetzt und wies auch keine Zytotoxizität mehr gegenüber 
HeLa-Zellen auf. Unter halbfeuchten Bedingungen wurde das Mykotoxin bereits ab 
Temperaturen von 140°C abgebaut. Hierbei entstanden allerdings Derivate, die eine 
ähnliche oder sogar höhere Zytotoxizität als Citrinin aufwiesen. Nicht-Toxische 
Komponenten entstanden bei der feuchten Erhitzung erst ab 160°C. Zudem ist 
bekannt, dass bei einer Erhitzung über 100°C aus zwei Citrinin-Molekülen das um 
den Faktor 10 stärker toxische Citrinin H1 entstehen kann (Trivedi, 1993). Des 
Weiteren konnte nach Erhitzung von Citrinin auf 140°C in Anwesenheit von Wasser 
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Citrinin H2 isoliert werden, welches eine deutlich schwächere Toxizität als Citrinin 
aufweist (Hirota, 2002).  
Auch bei der Lagerung von Feldfrüchten kann Citrinin abgebaut werden. Der 
entscheidende Parameter hierfür ist der Wassergehalt. Die Reduktion des 
Citriningehalts erfolgt dabei umso schneller, je höher der Wassergehalt der Produkte 
ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Halbwertszeiten von Citrinin in Gerste, Mais 
und Weizen bei einem aw-Wert von 0,7 und einer Temperatur von 25°C 7,8; 15,5 
bzw. 11,9 Tage betrugen, bei einem aw-Wert von 0,9 waren es nur noch 1,8; 10,4 
bzw. 3,0 Tage (Harwig et al. 1977). 
 
2 Citrinin-bildende Pilze 
Citrinin wurde 1931 von Hetherington & Raistrick auf der Suche nach antibakteriell 
wirkenden Substanzen aus Kulturen von Penicillium citrinum isoliert. Nach heutigem 
Kenntnisstand wird Citrinin von einer Vielzahl von Pilzen der Gattungen Penicillium, 
Aspergillus und Monascus gebildet. Die derzeit bekannten sind in Tabelle 2 
zusammengefasst.  
Citrinin-bildende Pilzspezies zählen zu den Lagerpilzen. Sie wachsen und 
produzieren Citrinin nur unter bestimmten Lagerbedingungen, hierbei sind die 
Grenzen für das Pilzwachstum wesentlich weiter als für die Citrininproduktion; vor 
allem das Substrat, die Wasseraktivität und die Temperatur sind entscheidend 
(Frank, 1992). Da potentiell Citrinin-produzierende Penicillium-Arten vorwiegend 
tiefere Temperaturen (Temp.Opt: 21-30°C; aw: 0.80-0.85; Frank, 1992) bevorzugen, 
kommt dieses Mykotoxin natürlicherweise vor allem in Ländern mit gemäßigtem 
Klima vor. Diese Pilzspezies sind zudem oftmals auch zur Bildung von Ochratoxin A 
fähig, weshalb beide Mykotoxine häufig gemeinsam vorzufinden sind (Krogh et al, 
1973). Allerdings können die günstigsten Bedingungen zur Bildung der beiden Toxine 
unterschiedlich sein. So wurde festgestellt, dass Penicillium viridicatum (verrucosum) 
bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 85 % gut wuchs und Ochratoxin A und 
Penicillinsäure produzierte, Citrinin aber erst bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 
90 % zusätzlich gebildet wurde (Frank, 1992). 
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Tabelle 2: Citrinin-bildende Pilze (Cole und Cox, 1981; Betina, 1989, Roth et al., 
1990; Frank, 1992; Blanc et al., 1995b, Wang et al., 2005) 
Genus  Spezies 
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3 Vorkommen von Citrinin 
Wie bereits dargestellt sind verschiedene häufig vorkommende Schimmelpilze in der 
Lage, neben anderen Mykotoxinen das nephrotoxisch wirksame Citrinin zu bilden. 
Trotzdem sind Literaturangaben zum natürlichen Vorkommen dieser Substanz relativ 
selten. Dies könnte einerseits an der Instabilität des Toxins bei der 
Probenaufbereitung (Wilson, 1994) sowie im Lebensmittel selbst liegen 
(Reinhard & Zimmerli, 1999b), andererseits kann ein bei flüssigkeits-
chromatographischer Auftrennung auftretendes „Tailing“ (Dick et al., 1988) die 
exakte Bestimmung von Citrinin in organischer Matrix behindern. 
a) Lebensmittel pflanzlichen Ursprungs 
Citrinin kann einen Kontaminanten in diversen Getreiden und Getreideprodukten 
darstellen. Dick et al. (1988) konnten Citrinin in 14 von 38 Zerealienproben mit einem 
Höchstwert von 1 µg/kg nachweisen. Von Vrabcheva et al. (2000) wurden sowohl 
Ochratoxin A (bis 40 µg/kg) als auch Citrinin (bis 420 µg/kg) in Getreideproben 
detektiert. Mit Ausnahme von einer Getreideprobe waren hier alle Citrinin-positiven 
Proben auch Ochratoxin A belastet, die Citrinin-Konzentrationen lagen allerdings 2-
200fach über denen von Ochratoxin A. In mit Penicillium verrucosum inokuliertem 
Futterhafer konnte in sehr hoch mit Ochratoxin A belasteten Proben ebenfalls Citrinin 
(bis 2,0 mg/kg) nachgewiesen werden (Richter et al. 1998). Weiterhin bestimmte 
Meister (2003) in diversen Ochratoxin A-positiven Getreiden und Getreideprodukten 
Citrinin in Konzentrationen von 0,5-7,7 µg/kg. In Frankreich konnte neuesten 
Untersuchungen zufolge Citrinin in Frühstücksmüsli nachgewiesen werden (Molinié, 
et al., 2005). Die 54 Proben enthielten Mais, Kleie, Früchte, Getreide (Weizen 
und/oder Reis), Schokolade, Reis und Hafer als Hauptzutaten, allein oder gemischt. 
Hierbei wurde in 18 % der Müsliproben Citrinin in einem Bereich von 1,5-42 µg/kg 
bestimmt. Citrinin trat dabei ebenfalls immer gemeinsam mit Ochratoxin A auf. 
Nishijama (1984) entdeckte in einer Maismehlprobe 27 µg/kg Citrinin. Auch in mit 
Monascus ruber infizierten Silagen (n=233) war Citrinin mit Konzentrationen 
zwischen 2,4 und 64,3 µg/kg nachweisbar (Schneweis et al., 2001). In Säften (55 
Handelsproben) konnte das Mykotoxin dagegen nur in Spuren von höchstens 0,2 
ng/ml nachgewiesen werden (Dietrich et. al., 2001). Bei Untersuchungen auf das 
Vorkommen von Citrinin in Rotwein konnten von Meyer et al. (2001) allerdings keine 
derartige Belastung detektiert werden. Der fehlende Nachweis von Citrinin in Bier 
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wurde auf eine Zerstörung während des Brauprozesses zurückgeführt (Odhav & 
Naicker, 2002). 
Martins et al. (2002) entdeckten Citrinin neben Patulin in Portugiesischen Äpfeln mit 
fauligen Stellen in Konzentration von 0,32-0,92 mg/kg. Von 351 Äpfeln konnte 
Citrinin in 14 Proben (3,9 %) alleine und in 69 Proben (19,6 %) gemeinsam mit 
Patulin nachgewiesen werden. 
Das von verschiedenen Monascus-Stämmen gebildete Monascidin A ist mit dem 
nephrotoxischen Citrinin identisch (Blanc et al., 1995a). Da mit Monascus spp. 
fermentierter Reis (Angkak) als natürlicher Farbstoff (Vollbrecht, 1998) bei der 
Herstellung asiatischer Nahrungsmittel wie Miso-Pasten, roter Tofu und Hoi-Sin 
Sauce, aber auch bei der Herstellung „vegetarischer Würstchen“ verwendet wird, 
kann dies als Ursache des Nachweises von Citrinin in diesen Lebensmitteln 
angesehen werden (Dietrich et al., 1999). Hierbei wurden in acht von zwölf 
vegetarischen Wurstprodukten und zwei von elf asiatischen Spezialitäten 
Konzentrationen von 22-105 µg/kg bestimmt. Bei der Untersuchung von zwölf aus 
China importierten, mit Monascus fermentierten Rotschimmelreisproben konnte 
Citrinin in sämtlichen Proben mit Gehalten von 0,2 bis 17,1 mg/kg nachgewiesen 
werden (Sabater-Vilar, 1999). In einer Probe von rot-fermentiertem Reis aus China 
konnte eine Konzentration von 2903 µg/kg detektiert werden (Meister, 2003). Auch in 
Kakaobohnen konnte Meister (2003) einen Citriningehalt von 2,4 µg/kg feststellen. 
 
b) Lebensmittel tierischer Herkunft 
Eine Kontamination tierischer Lebensmittel mit Mykotoxinen ist auf verschiedenen 
Wegen möglich. Zum einen kann das fertige Lebensmittel verschimmeln und somit 
mit Mykotoxinen kontaminiert werden. Zum anderen können Mykotoxine bei 
Nutztieren nach Aufnahme toxinhaltiger Futtermittel in unveränderter oder in 
metabolisierter Form in Organen abgelagert oder ausgeschieden werden. Auf diese 
Weise können Lebensmittel tierischer Herkunft (Fleisch, Milch und Eier) Mykotoxine 
enthalten, ohne dass eine derartige Kontamination äußerlich erkennbar ist 
(Engelhardt, 2001). 
Penicillium viridicatum-Stämme, die von geräuchertem Schinken isoliert werden 
konnten, bildeten bei Temperaturen zwischen 25 und 30°C auf diesem auch Citrinin 
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(Wu et al. 1974). Von Jarvis (1983) wurden 19 Schimmelkäsesorten auf Citrinin 
untersucht. Hierbei enthielten 15 neben Ochratoxin A auch Citrinin in 
Konzentrationen bis zu 50 µg/kg. Die Konzentrationen im Käseinneren waren dabei 
höher als auf der Oberfläche. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass Citrinin 
von Stämmen der Gattung Penicillium citrininum und Penicillium expansum bei 20°C 
in Käse gebildet wird und in dieser Matrix auch stabil ist (Bailly et al., 2002).  
 
4 Toxikokinetik 
Die Absorption, Verteilung und Metabolisierung von Citrinin wurde in diversen 
Studien untersucht. Unabhängig von der Art der Verabreichung wird Citrinin relativ 
schnell ins Blut absorbiert, metabolisiert und vornehmlich renal ausgeschieden (Dunn 
& Friedmann, 1994).  
Von Phillips et al. (1979) wurde die Verteilung und Ausscheidung von radioaktiv 
markiertem [14C]Citrinin an männlichen Ratten untersucht. 30 min nach der 
Applikation (3 mg/kg KGW, i.v.) konnten 14,7 % der Gesamtradioaktivität in der 
Leber und 6 % in den Nieren nachgewiesen werden, nach 6 h sank der Gehalt in der 
Leber auf 7,5 % und in den Nieren auf 4,7 %. Die Dosis im Plasma sank von 9,2 % 
(30 min) auf 4,7 % (6 h). 73,9 % wurden innerhalb von 24 h über den Urin und 4,0 % 
über den Faeces ausgeschieden. Nach 72 h waren lediglich 1,2 % des verabreichten 
[14C]Citrinin in der Leber, den Nieren und dem Plasma nachweisbar. Ähnliche 
Ergebnisse wurden von Reddy et al. (1982a) berichtet. Demnach wurden nach 24 h 
74 % der verabreichten Dosis (35 mg/kg, s.c.) von trächtigen Ratten über den Urin 
eliminiert. Nach 48 bzw. 72 h waren nur noch 1,7 bzw. 1,4 % der verabreichten Dosis 
im Urin messbar. 9,5 % des Citrinins wurden innerhalb von 24 h mit dem Faeces 
ausgeschieden. Dieser Werte sank innerhalb von 48 bzw. 72 h auf 4,1 bzw. 7,3 %. 
Die Elimination von Citrinin aus dem Plasma erfolgte in zwei Phasen, wobei die 
biologische Halbwertszeit in der ersten Phase 1,95 h und in der zweiten Phase 
39,7 h betrug. In von Phillips et al. (1979) gemachten Untersuchungen an 
männlichen Ratten waren es entsprechend 2,6 und 14,9 h. Citrinin konnte hier auch 
noch 24 h nach Applikation (i.v., i.m., oder s.c.) im Blut nachgewiesen werden. Nach 
oraler Verabreichung wurden maximale Gehalte nach 3 h im Serum wiedergefunden, 
wovon 20 % an Serumalbumin gebunden waren (Frank, 1992). 
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Reddy et al. (1982a) konnten nach subkutaner Applikation von [14C]-markiertem 
Citrinin (35 mg/kg KGW) im Plasma, im Urin, der Galle und der Uterusflüssigkeit von 
trächtigen Ratten Metaboliten mit einer höheren Polarität als die Muttersubstanz 
mittels HPLC nachweisen, diese wurden allerdings nicht genauer identifiziert. Als 
Hauptmetabolit konnten Dunn et al. (1983) im Urin behandelter Tiere (30 mg/kg 
KGW per os) mittels Massen- und UV-Spektrometrie sowie Dünnschicht-
chromatographie das blau fluoreszierende Dihydrocitrinon nachweisen, welches das 
gleiche UV-Spektrum wie Citrinin zeigt. Hierbei wurde 15,4 % der eingesetzen 
Menge an [14C]-markiertem Citrinin als Dihydrocitrinon und 42,6 % als Citrinin mit 
dem Urin ausgeschieden, während im Blutplasma nur Citrinin nachweisbar war.  
 
5 Biologische Eigenschaften von Citrinin 
5.1 Wirkung auf Mikroorganismen 
Citrinin hemmt in Konzentrationen von 50-100 µg/ml in erster Linie grampositive 
Keime wie Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Streptococcus lactis 
und Staphylococcus aureus (Betina, 1989, Blanc et al., 1995b, Haraguchi et al., 
1987a). Zudem besitzt es antimycetische Eigenschaften. Es inhibiert bei pH 3 das 
Wachstum von Rhizopus chinensis, Mucor mucedo und Sacharomyces cerevisiae 
(Haraguchi et al., 1987a). Darüber hinaus weist Citrinin hemmende Effekte 
gegenüber einigen Protozoen, wie Trypanosoma gambiense, Trichomonas vaginalis, 
Trichomonas foetus und Entamoeba histolytica, auf (Betina, 1989). Allerdings lässt 
sich aufgrund seines beträchtlichen toxischen Potentials die antibiotische Wirkung 
von Citrinin therapeutisch nicht nutzen. 
 
5.2 Wirkung auf Makroorganismen und Zellsysteme 
Citrinin ist vor allem nephrotoxisch, weist aber auch genotoxische, embryotoxische 
und teratogene Eigenschaften auf. Zudem wurde es von der IARC (1986) als 
Substanz mit unklarer karzinogener Wirkung eingestuft. Die akute Toxizität von 
Citrinin ist als mäßig bis gering einzustufen. Die LD50–Werte variieren je nach Tierart 
und Applikationsform (Tabelle 3).  
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Tabelle 3: LD50-Werte von Citrinin bei Labortieren (Hanika & Carlton, 1994, Smith 
& Henderson, 1991) 
Tierart  LD50 (mg/kg) Applikationsform 
Ratte 67 i.p. 
Kaninchen 19 i.v. 
Meerschweinchen 37 s.c. 
Maus 35 s.c. 
Broiler 95 p.o. 
 
5.2.1 Zytotoxizität 
In der Zelle akkumuliert Citrinin in den Mitochondrien und interferiert dort mit dem 
Elektronentransportsystem der Atmungskette (Aleo et al., 1991). Es beeinflusst durch 
die Hemmung von Enzymen (NADH-Dehydrogenase-Komplex und Succinat-
Dehydrogenase-Komplex) die oxidative Phosphorilierung und kann dadurch die 
Übertragung von Elektronen auf O2 (Haraguchi et al., 1987b) blockieren; die 
Inhibierung der DNS-Synthese führt schließlich zu einer rückläufigen RNS- und 
Protein-Synthese. Zudem konnte an isolierten Zellkernen festgestellt werden, dass 
100 µg/ml Citrinin die Aktivität der RNS-Polymerase I um 60 % reduziert, während 
sie die Aktivität der RNS-Polymerase II nur um 24 % vermindert. Somit wird vor allem 
die r-RNS-Synthese beeinflusst, wohingegen die Auswirkungen auf die m-RNS-
Synthese weniger stark sind (Betina, 1989). 
Von Chagas et al. (1994) wurden Untersuchungen bezüglich der Zytotoxizität von 
Citrinin an BHK-21-Zellen (Nierenzellen von Hamstern) durchgeführt. Die 
morphologischen Veränderungen stellten sich dabei wie folgt dar: Die bei 
lichtmikroskopischer Betrachtung normalerweise flach und länglich erscheinenden 
Zellen waren rund und geschwollen. Nach 10-stündiger Inkubation mit 
Konzentrationen ab 0,1 mM Citrinin zeigten elektronenmikroskopische Aufnahmen 
schwerwiegende Veränderungen an den Mitochondrien (Verdickung, Verformung der 
Christae); schließlich führten Konzentrationen von 0,5 und 1,0 mM zum Zelltod. 
Weiterhin wurden von Chagas et al. (1995a, 1995b) Untersuchungen bezüglich des 
Effekts von Citrinin auf den Ca2+ -Transport in isolierten Nierenrinden- und 
Lebermitochondrien sowie in BHK-21-Zellen durchgeführt. Hierbei hemmte Citrinin 
bei einer Konzentration von 1 nM die intramitochondrialen Enzyme 2-Oxoglutarat-
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Dehydrogenase und Pyruvat-Dehydrogenase signifikant. Da beide Enzyme den 
Ca2+-Transport aktivieren, war dessen Aufnahmegeschwindigkeit und -menge sowohl 
in Leber- als auch in Nierenmitochondrien stark reduziert. Auch in intakten Zellen war 
die Ca2+-Menge in der mitochondralen Matrix deutlich vermindert, während die 
extramitochondralen Kompartimente weniger betroffen waren. Zudem konnte eine 
Reduzierung des O2-Gehalts in BHK-21-Zellen um 45 % unter dem Einfluss von 
Citrinin festgestellt werden. Weiterhin beeinträchtigte das Mykotoxin nicht nur die 
Atmungskette, sondern zeichnete sich auch durch eine signifikante Hemmung der 
Glykolyse aus. Die Glukoseausnutzung in BHK-21-Zellen war um 86 % vermindert; 
dabei bildeten die behandelten Zellen eine kleine Menge Pyruvat, aber kein Lactat. 
Auch konnte eine Beeinträchtigung der Glutathion-Reduktase, welche für die 
Beseitigung von freien Radikalen von Bedeutung ist, ebenso nachgewiesen werden 
wie die vermindert ablaufende Reduktion von Fe3+ zu Fe2+ in der Atmungskette 
(Ribeiro et al. 1997). 
In einer neueren Studie wurde berichtet, dass durch Citrinin in HL-60 Zellen die 
Apoptose über den intrinsischen Weg ausgelöst wurde. Da Antioxidantien diesen 
Vorgang nicht verhindern konnten, schien oxidativer Stress hierbei keine Rolle zu 
spielen (Yu et al., 2006).  
Andererseits kann Citrinin aber auch einen schützenden Effekt auf biologische 
Membranen ausüben, indem es die Eisen-induzierte Fettperoxidation durch Bildung 
eines Citrinin-Fe3+-Komplexes hemmt (Da Lozzo et al., 2002). 
 
5.2.2 Nephrotoxizität 
Die Nephrotoxizität von Citrinin wurde von Krogh et al. (1970) erstmals beschrieben. 
Die Effekte sind charakterisiert durch eine Nierenvergrößerung, eine zunehmende 
Degeneration der proximalen Tubuli mit anschließender interstitieller Fibrose und 
einer fortschreitenden renalen Dysfunktion (Krogh et al., 1970; Betina, 1989; Hanika 
& Carlton, 1983). Nach einer einmaligen intraperitonealen Applikation von 50 mg 
Citrinin/kg KGW an Ratten konnte nach 24 h vornehmlich eine zytoplasmatische 
Vakuolisierung der Epithelzellen der proximalen gewundenen Tubuli beobachtet 
werden, diese stellten sich nach 48 h als nekrotische Bereiche dar. Nach 72 h konnte 
eine einsetzende Regeneration der geschädigten Bereiche beobachtet werden und 
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nach 96 h erschienen einige Nieren morphologisch völlig normal (Lockard et al. 
1980). Zu ähnlichen Ergebnissen führten auch die von Jordan et al. (1978) an Ratten 
durchgeführten Untersuchungen.  
Eine einmalige Verabreichung von 125-150 mg/kg KGW p.o. an Kaninchen führte 
innerhalb von 8 h zu starker Diarrhoe und zu den pathohistologischen 
Veränderungen einer Degeneration und Nekrose der proximalen gewundenen Tubuli 
(Hanika & Carlton, 1983). 
Bei Mäusen konnte nach einer einmaligen intraperitonealen Applikation von 35 
mg/kg KGW innerhalb von 24 - 48 Stunden eine deutliche Reduktion der 
Nierenmasse sowie eine reduzierte RNA-, Protein- und DNA-,Synthese in Nieren und 
Leber beobachtet werden (Phillips & Hayes, 1978).  
Beim Schwein äußerten sich tägliche Citriningaben (20-40 mg/kg KGW) durch 
Läsionen und Abschilferungen von Epithelzellen des proximalen Nierentubulus, 
Anschwellung der Tubuli, Verdickung der Basalmembran und einer gesteigerten 
Zellproliferation im Interstitium (Krogh et al., 1970). Weiterhin kam es zum Anstieg 
von Kreatinin und Harnstoff im Blut sowie einer Azotämie, Glukosurie und 
Proteinurie. Im Urin waren als Folge einer Citriningabe von 20-40 mg/kg KGW 
zahlreiche vergrößerte Tubulus-Epithelzellen mit stark vergrößerten Zellkernen 
nachweisbar (Friis et al., 1969). 
Bei narkotisierten Hunden führte eine intravenöse Applikation von 80 µg/kg KGW zu 
einem drastischen Anstieg des Hämatokrit-Wertes und zu elektronenmikroskopisch 
sichtbaren Schäden im proximalen und distalen Tubulussegment (Krejci et al., 1996). 
Zu den klinischen Symptomen zählten, nach mehrmaliger täglicher intraperitonealer 
Verabreichung von 20 oder 40 mg Citrinin/kg KGW (Tod innerhalb von 5 Tagen), 
Erbrechen, Defäkation, Harnlassen, Tenesmus, Schleim im Urin, Tränenfluss, 
Polydipsie, Polyurie, und Dehydration. Biochemisch äußerte sich die 
Nierenschädigung durch den Anstieg von Harnstoff im Blut, Glukosurie, Proteinurie, 
verringertes spezifisches Gewicht des Harns, erhöhte Aktivität der Oxalazetat-
Transaminase und Isozitrat-Dehydrogenase, sowie einem Vorkommen von renalen 
tubularen, nekrotischen Epithelzellen im Harnsediment. Die renalen Läsionen 
bestanden aus Degeneration und Nekrose des Tubularepithels. Die Nieren 
erschienen geschwollen, gräulich und wiesen starke Läsionen auf (Carlton et al., 
1974; Smith & Henderson, 1991). 
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Nach einer täglichen oralen Citrinin-Gabe (50-250 mg/kg) über 3 Wochen konnte bei 
Legehennen nach 3 Tagen eine starke Diarrhoe und vor allem eine vermehrte 
Speichelproduktion beim Fressen beobachtet werden. Ein negativer Einfluss auf das 
Körpergewicht, den Futterverbrauch und die Eier-Produktion trat hingegen nicht auf 
(Ames et al., 1976). Infolge einer täglichen Verabreichung von 500 mg/kg KGW über 
3 Wochen kam es bei Broilern zu einem drastischen Anstieg des Wasserverbrauchs 
und zu starker Diarrhoe (Smith & Henderson, 1991). Einmalige orale Citrinin-Gaben 
führten bei Puten- (50-80 mg/kg KGW) und Entenküken (30-50 mg/kg KGW) zu einer 
Degeneration und Nekrose der Tubuliepithelien. Diese Nierenveränderungen waren 
bei den Puten in verstärktem Maße zu beobachten. Zudem kam es bei beiden 
Spezies zu einer Lymphzellnekrose und -dezimierung in Thymus und kloakaler 
Bursa. Bei Puten konnten auch Veränderungen an der Leber inklusive 
Leberzellnekrose und Gallengangshyperplasie festgestellt werden (Mehdi et al. 
1983).  
Citrinin wurde aufgrund seiner Nephrotoxizität als eine der Ursachen für das 
Auftreten der Mycotoxic Porcine Nephropathy (MPN) verdächtigt. Diese beim 
Schwein vorkommende endemische Nephropathie ist gekennzeichnet durch eine 
Vergrößerung der Nieren, Degeneration der proximalen Tubuli, eine interstitielle 
Fibrose und Zystenbildung. Sie tritt gehäuft in Skandinavien auf und wurde auf das 
Verfüttern von mit P. viridicatum (jetzt: P. verrucosum) kontaminiertem Getreide 
zurückgeführt. Obwohl durch das Verfüttern von Citrinin das Krankheitsbild 
reproduziert werden konnte (Friis et al., 1969), wurde von Krogh et al. (1973) in 
epidemiologischen Studien zum Vorkommen der nephrotoxischen Mykotoxine 
Citrinin und Ochratoxin A gezeigt, dass Citrinin nur in 9 % der untersuchten 
Getreideproben mit Gehalten von 160-2000 ppb und nur zusammen mit Ochratoxin A 
nachweisbar war.  
Die beim Menschen auftretende Balcan Endemic Nephropathy (BEN) weist eine 
gewisse Ähnlichkeit mit der MPN auf. Sie wurde 1964 von der WHO als eine 
chronisch verlaufende, nicht-entzündliche, bilaterale Nephropathie charakterisiert. 
Zudem konnte in endemischen Gebieten eine Häufung von Tumoren der 
harnableitenden Wege beobachtet werden (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002). Von 
dieser Krankheit ist vor allem die ländliche Bevölkerung bestimmter Gebiete 
Bulgariens, Rumäniens und Teilen des früheren Jugoslawiens betroffen (Krogh, 
1992; Čeovič et al., 1992; Stoev, 1998). Aufgrund der Ähnlichkeit mit der Mycotoxic 
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Porcine Nephropathy (MPN) wird das nephrotoxische Ochratoxin A als Ursache 
verdächtigt. Von Vrabcheva et al. (2000) konnte gezeigt werden, dass in den 
endemischen Gebieten sowohl Ochratoxin A als auch Citrinin in zum Teil hohen 
Konzentrationen vorkommen; mit Ausnahme von einer Getreideprobe waren alle 
Citrinin-positiven Proben auch Ochratoxin A-positiv, wobei die gemessenen Citrinin-
Konzentrationen 2-200 mal höher waren als die für Ochratoxin A. Die höchsten 
gefunden Konzentrationen betrugen für Ochratoxin A 30-40 ng/g und für Citrinin 420 
ng/g. Allerdings werden weitere Auslöser wie diverse Chemikalien und 
Schwermetalle mit diesem Krankheitsbild in Verbindung gebracht, so dass vermutlich 
davon ausgegangen werden kann, dass die Entstehung der BEN ein multifaktorielles 
Geschehen darstellt (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002).  
 
5.2.3 Genotoxizität 
Bezüglich der Mutagenität und Genotoxizität von Citrinin gibt es kontroverse 
Berichte. In diversen Untersuchungen wurde festgestellt, dass Citrinin für Bakterien 
genotoxisch ist. So wurden von Citrinin in intakten Escherichia coli-Zellen 
Chromosomenbrüche induziert (Martin et al., 1986), jedoch konnte die Mutations-
frequenz im Ames-Test mit Salmonella typhimurium nicht durch Citrinin beeinflusst 
werden (Wehner et al., 1978, Wuergler et al., 1991, Sabater-Vilar et al., 1999).  
Von Föllmann et al. (1998, 1999) wurden verschiedene Untersuchungen zur 
mutagenen und genotoxischen Wirkung von Citrinin auf eukaryotische Zellen 
durchgeführt. So konnte in vitro im HPRT-Assay mit V79-Zellen keine direkte 
mutagene Wirkung von Citrinin nachgewiesen werden, während im UDS- und SCE-
Assay durch Citrinin konzentrationsabhängig genotoxische Effekte in kultivierten 
Schweineharnblasen-Epithelzellen aufgezeigt wurden. Auch induzierte Citrinin nach 
metabolischer Aktivierung in Hepatozyten (Ratte) im Salmonellen-Hepatozyten-Test 
mutagene Effekte (Sabater-Vilar et al., 1999). Dagegen konnte eine Beeinflussung 
des Schwesterchromatidaustausches in V79-Zellen (Thust & Kneist, 1979) ebenso 
wenig beobachtet werden wie genotoxische Eigenschaften von Citrinin in CHO-K1- 
(bis 15 µM Citrinin) und HEK293-Zellen (bis 60 µM Citrinin) sowie humanen 
Lymphozyten (bis 15 µM Citrinin) (Liu et al., 2003). In letzterer Studie wurde lediglich 
eine Stimulation des Hitzeschockproteins HSP70, welches ein Hinweis auf einen 
durch Citrinin verursachten Zellstress sein könnte und möglicherweise mit einem 
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durch Citrinin induzierten Apoptose-Prozess in Verbindung steht, aufgezeigt. 
Im Mikronukleus-Test verursachte Citrinin (30 und 40 µM) aneugene Effekte in V79-
Zellen durch Hemmung der Mikrotubulus-Polymerisation und Induzierung von 
CREST-positiven Mikronuklei; klastogene Effekte konnten hingegen nicht 
nachgewiesen werden (Pfeiffer et al. 1998). Andererseits wurden in Knochenmarks-
zellen von Mäusen, denen peroral Citrinin (5-20 ppm) verabreicht wurde, klastogene 
Effekte wie Chromosomenbrüche beobachtet (Jeswal, 1996). 
 
5.2.4 Kanzerogenität 
Über die karzinogene Wirkung von Citrinin wurden bislang nur vereinzelt 
Untersuchungen durchgeführt. Von der IARC (1986) wurde Citrinin aufgrund der 
unzureichenden Beweise für seine Karzinogenität gegenüber Tieren und dem Fehlen 
von Untersuchungen beim Menschen in Gruppe 3 eingeteilt. Dies bedeutet, dass es 
bezüglich seiner Kanzerogenität gegenüber dem Menschen nicht klassifiziert werden 
kann. 
In einer Studie wurde männlichen DDD Mäusen (n=20) über 70 Wochen mit Citrinin 
(0, 100, 200 mg/kg) kontaminiertes Futter verabreicht. Bei den überlebenden Tieren 
konnten in dieser Zeit keine Tumoren induziert werden (Kanisawa, 1984). Allerdings 
trat ein synergistischer Effekt auf, wenn Citrinin gemeinsam mit Ochratoxin A 
verabreicht wurde, die Inzidenz von Nierentumoren stieg dadurch deutlich an. Bei 
Ratten (200 bzw. 500 mg Citrinin/kg KGW p.o. über 48 Wochen) konnte ebenfalls 
keine Bildung von Nierentumoren festgestellt werden. Wenn Citrinin jedoch 
gemeinsam mit anderen Nieren-Karzinogenen (N-nitrosodimethylamin oder N-(3,5-
dichlorphenyl)succinimid) verabreicht wurde, konnten auch hier synergistische 
Effekte und ein vermehrtes Auftreten von Nierentumoren beobachtet werden 
(Shinohara et al., 1976). Nach Langzeitfütterungsversuchen, bei denen männlichen 
F344 Ratten ein äußerst hoch mit Citrinin kontaminiertes Futter (1 g/kg Futter) 80 
Wochen lang verfüttert wurde, konnten allerdings bei 35 von 48 Tieren (72,9 %) 
pathohistologisch Nierentumoren (Adenome) festgestellt werden (Arai & Hibono, 
1983). 
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5.2.5 Embryotoxische und teratogene Effekte 
Untersuchungen zu den teratogenen Eigenschaften von Citrinin wurden mit Ratten, 
Mäusen und Hühnerembryonen durchgeführt. Reddy et al. (1982b) verabreichten 
Ratten zwischen dem 3. und dem 15. Gestationstag eine einmalige Citrinindosis von 
35 mg/kg KGW (s.c.). Obwohl die Implantationszahl infolge dessen nicht verringert 
wurde, konnte eine erhöhte Resorptionsrate und eine Wachstumsdepression der 
Feten beobachtet werden. Neben diesen fötotoxischen Effekten wurden teratogene 
Effekte wie Gaumenspalten, vergrößerte Nieren und Hydrozephalie aufgezeigt. Bei 
einer gleichzeitigen Gabe von OTA konnten zudem signifikante Skelettmissbildungen 
der Feten beobachtet werden. Allerdings starben bis zu 50 % der Muttertiere, so 
dass die Aussagekraft dieser Studie limitiert wurde. Bei ähnlichen Versuchen an 
Mäusen, denen i.p. bis zu 40 mg/kg/KGW Citrinin verabreicht wurde, beschrieben 
Hood et al. (1976) ebenfalls eine Wachstumsdepression der Feten. Bei 
Hühnerembryonen konnte von Ciegler et al. (1977) eine dosisabhängige Inzidenz 
von Skelettdeformationen, Exenzephalie, Exophthalmus und Krummschnäbeln 
festgestellt werden. 
 
5.2.6 Kombinationseffekte mit anderen Mykotoxinen 
Die Mykotoxine Ochratoxin A und Citrinin werden von einer Reihe von Penicillium- 
und Aspergillus- Arten teilweise simultan gebildet, somit ist in Abhängigkeit von den 
Umwelt- und Substratbedingungen ein gleichzeitiges Vorkommen dieser Mykotoxine 
in Nahrungsmitteln gut möglich. 
In diversen Studien wurden Untersuchungen bezüglich der additiven bzw. 
synergistischen toxikologischen Effekte durchgeführt. So wurden von Creppy et al. 
(1980) synergistische Effekte bezüglich der hemmenden Wirkung von Citrinin und 
Ochratoxin A auf die RNA-, die Protein-, und die DNA-Synthese beschrieben. 
Teratogene synergistische Effekte wurden von Mayura et al. (1984) bei trächtigen 
Ratten nach einer einmaligen Applikation beider Toxine (Citrinin: 30 mg/kg KGW, 
OTA: 1,0 mg/kg KGW s.c., zwischen dem 4. und 5. Gestationstag) beobachtet. Es 
traten signifikant häufiger Skelett- und Gewebemißbildungen als nach der 
Verabreichung eines einzelnen Toxins auf, wobei zudem 20-40 % der Muttertiere 
starben. Auch traten nach Applikation von 4 µg Citrinin/Ei und 0,03-0,05 µg 
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Ochratoxin A/Ei bei Hühnerembryonen additive embryotoxische Effekte in Form von 
Wachstumsverzögerung und diversen Missbildungen auf (Vesela et al., 1983). Die 
Verabreichung von 300 mg Citrinin/kg Futter und 3 mg Ochratoxin A/kg Futter hatte 
bei Untersuchungen an Legehennen nur geringe additive Wirkung (Brown et al., 
1986) und bei Broilern waren bei subkutaner Verabreichung der gleichen Toxindosen 
weder synergistische noch additive Effekte zu beobachten (Manning et al., 1985). 
Desweiteren wurde eine synergistische karzinogene Wirkung beschrieben. Die 
Inzidenz von Nierentumoren stieg nach gemeinsamer oraler Verabreichung von 
Citrinin (200 mg/kg KGW) und Ochratoxin A (25 mg/kg KGW) deutlich an (Kanisawa, 
1984). Braunberg et al. (1994) konnten bei in vitro Untersuchungen von 
Nierenrindenzellen von Miniaturschweinen (Hormel-Hanford) synergistische 
Eigenschaften auf den Trantsport von para-Aminohippurat-Ionen und die Protein-
Synthese nachweisen. Von Heussner et al. (2006) wurden synergistische 
zytotoxische Effekte von Citrinin und Ochratoxin A und möglicherweise anderen 
Mykotoxinen anhand von in vitro Untersuchungen an LLC-PK1 Zellen und dem MTT 
Reduktions-Test bestätigt.  
 
5.3 Pharmakologische Eigenschaften 
Eine parenterale Citrininapplikation verursacht Effekte, die einer parasympathischen 
Stimulation ähneln. Nach einer intravenösen Citrininapplikation hatten Ratten 
klinische Zeichen einer Miosis, von Speichelfluss, einer gesteigerten bronchialen 
Sekretion und von Tränenfluss (Ambrose & DeEds, 1946). Diese Effekte konnten 
teilweise durch Atropin-Applikation reduziert werden. Bei Ratten konnten durch 
toxische Dosen Vasodilatation, Bronchokonstriktion und faszikuläre Zuckungen 
verursacht werden (Marquardt & Schäfer, 1997). Zudem setzt Citrinin die 
Konzentration des Neurotransmitters Dopamin im Gehirn von Mäusen herab und 
steigert die von Epinephrin, Norepinephrin und 5-Hydroxytryptamin (Betina, 1989). 
Von Endo und Kuroda (1976) konnte gezeigt werden, dass Citrinin die Cholesterol- 
und die Triglycerid-Biosynthese in Rattenlebern hemmt. In einer neueren Studie 
konnten für Citrinin außerdem antioxidative Eigenschaften, nach Bildung eines 
Michael-Additions-Produktes, nachgewiesen werden (Heider et al., 2006).  
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6 Verfahren zum Nachweis von Citrinin 
Im Vergleich zu anderen Mykotoxinen gibt es nur wenige Daten zum Vorkommen 
von Citrinin in Lebensmitteln. Dies ist teilweise in dessen analytischen 
Besonderheiten begründet, wobei sich vor allem die Instabilität des Toxins bei der 
Probenaufbereitung und dadurch verursachte stark schwankende 
Wiederfindungsraten (Wilson, 1994) sowie ein ausgeprägtes „Tailing“ beim 
chromatographischen Nachweis als problematisch erweisen können (Dick, 1988). 
Zum Citrininnachweis wurden bisher vor allem Dünnschichtchromatographie (TLC) 
(Blanc et al., 1995a, b, Martins et al., 2002, Gimeno, 1984), Hochleistungs-
flüssigkeitschromatographie (HPLC) mit UV- (Phillips et al., 1980) oder Fluoreszenz-
detektion (Lepom, 1986, Reinhard & Zimmerli, 1999b, Schneweis et al., 2001) sowie 
Gaschromatographie (GC) (Shu & Lin, 2002). und Enzymimmuntests (EIA) 
(Abramson et al., 1996, 1999, Dietrich et al., 1998, 1999, Vrabcheva et al., 2000, 
Schmid, 2002) eingesetzt.  
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C Material und Methoden 
1 Material 
1.1 Probenmaterial 
In dieser Arbeit wurden hauptsächlich Getreide und Getreideprodukte sowie Frucht- 
und Gemüsesäfte untersucht. Zusätzlich wurden einzelne asiatische Lebensmittel 
analysiert. Die Proben wurden aus dem Lebensmitteleinzelhandel bezogen. 
 
Zerealien 
Insgesamt 380 Proben wurden auf das Vorkommen von Citrinin analysiert. Hiervon 
waren 279 Getreide/Getreideprodukte und 69 Mais/Maisprodukte. Zur Ergänzung 
wurden 19 Buchweizen/Buchweizenprodukte und 13 Reisproben untersucht. 
Frucht- und Gemüsesäfte  
Von den 98 analysierten Säften waren 34 Apfel-, 27 Orangen-, 7 Trauben-, 8 
Ananas-, 4 Birnen-, 7 Bananen-, 3 Pfirsich-, 4 Multivitamin-, 3 Tomatensäfte sowie 1 
Mandarinensaft. 
Asiatische Lebensmittel 
Es wurden 2 Proben Sake-Wein und 2 Hoi-Sin Saucen, sowie eine asiatische 
Gewürzpaste auf das Vorkommen von Citrinin untersucht. 
 
Zur Entwicklung und Validierung der Nachweismethoden wurde mykologisch 
unbedenkliches Probenmaterial verwendet. Die artifizielle Kontamination des 
Probenmaterials erfolgte mit Citrinin-Standardlösungen.  
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1.2 Gebrauchsmaterial 
Probenvorbereitung 
- Analysenwaage, SATORIUS PT 1200, PRECISA XB 620 C 
- Getreidemühle/Labormühle, RETSCH ZM1000 
Extraktion 
- Mikrowellen-Aufschluss-Gerät, MARSX Version 045062, CEM Corporation 
- Laborschüttler, VORTEX Genie 2 SCIENTIFIC INDUSTRIES G-560 E, 
BENDER&HOBEIN 
- Horizontalschüttler, JANKE&KUNKEL, KS 250 
- Zentrifuge, HERAEUS Sepatech, Megafuge 1,0 R 
- Zentrifuge, HERAEUS Biofuge 28 RS 
- Vakuumzentrifuge, CHRIST RVC 2-25 
- Membran-Vakuumpumpe, VACUUBRAND MZ 2 C 
- Kühlfalle, CHRIST CT 04-50 
- pH-Meter, WTW pH 535 
Aufreinigung und Nachbereitung 
- Vakuumextraktionsanlage, J.T. BAKER 
- Luer Absperrhähne, MERCK Nr. 19836 
- Stickstoffevaporator, BARKEY Vapotherm mobil FN 4578 
- Ultraschallbad, BANDELIN Sonorex RK255 
Analyse 
- HPLC, WATERS 2690 mit Autosampler 
- Säule, WATERS Xterra, C18, 2,1x150mm, 3,5µm (Nr. 186000408) 
- Vorsäule, Phenomenex Security Guard AJO-4, C18, 4,0 x 2,0 mm 
- Massenspektrometer, FISONS INSTRUMENTS VG Platform II 
- HPLC, Perkin-Elmer Series 200 mit Autosampler 
- Massenspektrometer, API 3200 Applied Biosystems  
- Säule, Phenomenex, Gemini 5µ C18, 2x150 mm +2x50 mm 
 
1.3 Verbrauchsmaterial 
- PP-Zentrifugenröhrchen, 15 ml, 50 ml steril, GREINER (188.271) 
- Glas-Zentrifugenröhrchen, Brand 114115 
- Eppendorf-Zentrifugenröhrchen 
- Festphasenkartuschen STRATA-X,  30mg / 1ml, PHENOMENEX (Nr. 
P208092203) 
- Crimp-Top Vial, Crimp-Cap mit Septum, BGB Analytik (110411, 110312021) 
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- Immunoaffinitätssäulen1, monoklonale Citrinin-Antikörper (Immunisierung von 
Mäusen mit CT-KLH) 
 
1.4 Chemikalien 
- Methanol, HPLC-grade, BAKER 
- Acetonitril, HPLC-grade, BAKER 
- Hexan p.a., MERCK 
- Ethylacetat, HPLC-grade, BAKER 
- Toluol p.a., MERCK 
- Chloroform reinst, MERCK  
- Dichlormethan p.a., MERCK  
- tertiär-Butyl-Methyl-Ether, MERCK 
- Salzsäure 1M, MERCK  
- Ameisensäure 98 - 100 %, MERCK 
- Essigsäure 98 - 100 %, MERCK 
- Ortho-Phosphorsäure, MERCK 
- Natronlauge 1 M, MERCK 
- Reinstwasser, Milli-QUF Plus; MILLIPORE 
- PBS, BIOCHROM 
- Citrinin (P. citrininum): C 1017 (SIGMA) 
 
2 Methoden 
Zur Entwicklung und Optimierung der Methoden zum Nachweis von Citrinin aus 
Zerealien, Frucht- und Gemüsesäften sowie asiatischen Lebensmitteln wurden 
verschiedene Vorversuche durchgeführt, die nachfolgend beschrieben werden. Die 
Bewertung der einzelnen Methoden in den Vorversuchen erfolgte nach den Kriterien 
Richtigkeit und Präzision der Ergebnisse sowie dem Auftreten von störenden 
Interferenzen in den LC-MS bzw. LC-MS/MS-Chromatogrammen. Für die 




                                                 
 
1  Für die Überlassung der Immunoaffinitätssäulen danke ich Prof. Dr. Erwin Märtlbauer und 
Dr. Richard Dietrich vom Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch, Ludwig-Maximilians-
Universität München  
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2.1 Methodenentwicklung zur Bestimmung von Citrinin in Zerealien 
Die Methoden wurden zunächst anhand von artifiziell kontaminierten Weizenproben 
überprüft und anschließend auch an den anderen Matrices getestet. 
 
2.1.1. Vorversuche zur Extraktion  
Zur Auswahl eines geeigneten Extraktionsmittels wurden verschiedene 
Lösungsmittel bzw. –mischungen überprüft. Die Versuchsanordnung ist in Tabelle 4 
dargestellt. Zusätzlich wurde nach dem gleichen Schema eine Mikrowellen-
unterstützte Extraktion (2 min Aufheizen bis auf 60°C, 5 min Temperatur halten und 5 
min Abkühlen) mit Methanol und Methanol/Reinstwasser (7/3) überprüft.  
Tabelle 4: Versuchsanordnung zur Überprüfung der Eignung verschiedener 
Lösungsmittel zur Extraktion von Citrinin bei Zerealien 
Methodenschritte Beschreibung der Methode 
Probenvorbereitung 100 g Probe mit der Getreidemühle fein zermahlen,  
2 g in PP- Zentrifugenröhrchen einwiegen  
Extraktion Jeweils 8 ml  
• Methanol 
• Methanol/ Reinstwasser (7/3) 
• Methanol/Reinstwasser/Essigsäure 98 % (7/3/1) 
• Acetonitril/ Reinstwasser/Essigsäure 98 % (21/4/1) 
• Toluol/Ethylacetat/Ameisensäure 100 % (7/3/1) 
• Chloroform/Methanol (2/8) 
zugeben, kräftig schütteln (Vortex, 30 sec)  
15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren 
Zentrifugieren bei 2772 x g, 15 min Nachbereitung 
2 ml vom Extrakt abnehmen, in Zentrifugengläser 
überführen, in der Vakuumzentrifuge bei 60°C auf 0,5 ml 
einengen, in HPLC-Fläschchen überführen, unter einem 
sanften N2-Strom bei 40°C vollständig niedertrocknen, in 
200 µl Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
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Des Weiteren wurde eine Extraktions-/Aufreinigungsmethode, die zur Vorbereitung 
der Proben vor einer Aufreinigung mit Immunoaffinitätssäulen entwickelt wurde 
(Schmid, 2002), in leicht modifizierter Form getestet. Die veränderte Versuchs-
anordnung ist in Tabelle 5 dargestellt.  
Tabelle 5:  Extraktion von Citrinin aus Weizen mit Ethylacetat und anschließende 
Flüssig/Flüssig-Aufreinigung des Extrakts 
Methodenschritte Beschreibung der Methode 
Probenvorbereitung 100 g Probe mit der Getreidemühle fein zermahlen,  
2 g in PP- Zentrifugenröhrchen einwiegen  
Extraktion + 5 ml HCl 
kräftig schütteln (Vortex, 30 sec)  
+ 10 ml Ethylacetat 
15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren  
Nachbereitung Zentrifugieren bei 1500 x g, 15 min, 4°C 
5 ml von der Ethylacetatphase (obere Phase) abnehmen, in 
Zentrifugengläser überführen 
Aufreinigung Ausschütten mit 5 ml Natriumhydrogencarbonat (0,13 mol/l)
Vortex (30 sec)  
Zentrifugieren bei 1500 x g, 15 min, 4°C 
200 µl abnehmen, in HPLC-Fläschchen überführen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
 
2.1.2  Vorversuche zur Aufreinigung 
Um die Sensitivität und Selektivität des Verfahrens zu erhöhen, wurden neben der 
direkten Verwendung des Extraktes verschiedenen Verfahren zur 
Extraktaufreinigung getestet. Die Probe wurde zunächst wie bereits in Tabelle 4 
beschrieben vorbereitet und extrahiert. 
 
2.1.2.1 Flüssig-Flüssig-Trennung  
Da Citrinin pH-abhängig sowohl in wässrigen als auch in organischen Lösungsmitteln 
gut löslich ist, wurden zuerst Vorversuche bezüglich der Möglichkeit einer Flüssig-
Flüssig-Trennung durchgeführt. Hierfür wurden zahlreiche Kombinationen aus 
organischen Lösungsmitteln, Säuren und Laugen getestet (vergl. Tabelle 6).
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Tabelle 6: Auswahl an Lösungsmitteln, Säuren und Laugen zur Flüssig-Flüssig-
   Trennung 
Organische Lösungsmittel Laugen Säuren 
Hexan 0,13 M NaHCO3  1 M HCl 
Dichlormethan 0,1 M NaOH 0,1 % o-Phosphorsäure 
Ethylacetat 0,01 M NaOH 1 % Essigsäure 
TBME 0,001 M NaOH 0,1 % Essigsäure 
 
Zunächst wurden Vorversuche zur Extraktion von Citrinin aus matrixfreien Standard-
Lösungen durchgeführt (Tabelle 7). 
Tabelle 7: Vorversuche zur Extraktion von Citrinin aus verschiedenen Säuren 
Methodenschritte Vorversuch Ethylacetat Vorversuch CH2CL2
Probenvorbereitung 50 µl Citrinin-Standard 
(10 µg/ml) in Zentrifugen-
gläser geben, evaporieren 
50 µl Citrinin-Standard 





a) 1 ml 0,1 % o-Phosphorsäure  
b) 1 ml 1 % Essigsäure  
c) 1ml 0,1 % Essigsäure  
d) 1 ml 1 M HCl 
Extraktion + 1 ml Ethylacetat  + 200 µl Dichlormethan 
 kräftig schütteln (Vortex, 30 sec) 
Zentrifugation 389 x g, 3min 
500 µl von der Ethylacetat-
Phase abnehmen  
100 µl von der Dichlormethan- 
Phase abnehmen  
Nachbereitung 
in HPLC-Fläschchen überführen, unter einem sanften N2-
Strom bei 40°C vollständig niedertrocknen, in 200 µl 
Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
 
Daraufhin wurden diverse Varianten der Flüssig-Flüssig-Aufreinigung (Tabelle 8) 
ausprobiert. 
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Tabelle 8: Varianten zur Flüssig-Flüssig-Aufreinigung von Zerealienextrakten 
Flüssig-Flüssig-Aufreinigung 
Methodenschritte 
Variante A Variante B Variante C Variante D Variante E Variante F 
Probenvorbereitung 100 g Probe mit der Getreidemühle fein zermahlen, 2 g in PP- Zentrifugenröhrchen einwiegen 
Extraktion 8 ml Methanol zugeben, kräftig schütteln (Vortex, 30 sec) 15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren 
Zentrifugieren bei 2772 x g, 15 min 
Aufreinigung 2 ml des Extrakts in ein Zentrifugenglas überführen und 30 min bei 60°C in einer Vakuumzentrifuge auf 110 µl 
einengen. 
 Lösen in 1 ml 0,13 M NaHCO3 Lösen in 1 ml 0,01 M NaOH 
 + 2 ml TBME + 2 ml Ea + 2 ml TBME + 2 ml Ea + 2 ml TBME + 2 ml Ea 
 Vortex, 30 sec ; Zentrifugieren (1171 x g, 6 min) 
TBME/Ethylacetat-Phase abnehmen und verwerfen 
 + 1 ml 1 % Essigsäure + 1 ml 1 M HCl + 1 ml 1 % Essigsäure 
Rückextraktion: + 2 ml Ethylacetat zugeben 
Vortex, 30 sec; Zentrifugieren (1171 x g, 6 min) 
Nachbereitung 1 ml von der Ethylacetatphase abnehmen, in HPLC-Fläschchen überführen, unter einem sanften N2-Strom bei 
40°C vollständig niedertrocknen und in 150 µl HPLC-Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) lösen 
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Fortsetzung Tabelle 8: Varianten zur Flüssig-Flüssig-Aufreinigung von Zerealienextrakten 
Flüssig-Flüssig-Aufreinigung 
Methodenschritte 
Variante G Variante H Variante I Variante J Variante K Variante L 
Probenvorbereitung 100 g Probe mit der Getreidemühle fein zermahlen, 2 g in PP- Zentrifugenröhrchen einwiegen  
Extraktion 8 ml Methanol zugeben, kräftig schütteln (Vortex, 30 sec) 15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren 
Zentrifugieren bei 2772 x g, 15 min 
Aufreinigung 2 ml des Extrakts in ein Zentrifugenglas überführen und 30 min bei 60°C in einer Vakuumzentrifuge auf 110 µl 
einengen. 
 Lösen in 1 ml 0,01 M NaOH Lösen in 1 ml 0,001 M NaOH 
 + 2 ml TBME + 2 ml Ea + 2 ml TBME + 2 ml Ea + 2 ml TBME + 2 ml Ea 
 Vortex, 30 sec ; Zentrifugieren (1171 x g, 6 min) 
TBME/Ethylacetat-Phase abnehmen und verwerfen 
 + 1 ml 1 M HCl + 1 ml 1 % Essigsäure + 1 ml 1 M HCl 
Rückextraktion + 2 ml Ethylacetat zugeben 
Vortex, 30 sec; Zentrifugieren (1171 x g, 6 min) 
Nachbereitung 1 ml von der Ethylacetatphase abnehmen, in HPLC-Fläschchen überführen, unter einem sanften N2-Strom bei 
40°C vollständig niedertrocknen und in 150 µl HPLC-Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
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Um die Effizienz der einzelnen Schritte zu überprüfen, wurde von jedem Ansatz 
jeweils,  
• 1 ml von der TBME/Ethylacetat-Phase (Aufreinigungsschritt) abgenommen 
und in HPLC-Fläschchen überführt, unter einem N2-Strom bei 40°C vollständig 
niedergetrocknet, in 150 µl HPLC-Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) 
gelöst und mit der LC-MS analysiert (Kapitel 2.6.1) 
• 200 µl von der wässrigen Phase (Säure) in HPLC-Fläschchen überführt und 
mit der LC-MS analysiert (Kapitel 2.6.1) 
• 1 ml von der Ethylacetat-Phase (Rückextraktion) abgenommen und in HPLC-
Fläschchen überführt, unter einem sanften N2-Strom bei 40°C vollständig 
niedergetrocknet, in 150 µl HPLC-Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) 
gelöst und mit der LC-MS analysiert (Kapitel 2.6.1) 
Ergänzend wurde eine Flüssig-Flüssig-Aufreinigung mit Hexan in das 
Gesamtverfahren integriert (Tabelle 9). 
Tabelle 9: Flüssig-Flüssig-Aufreinigung mit Hexan (Variante M) 
Methodenschritte Beschreibung der Methode 
Probenvorbereitung 100 g Getreide mit der Getreidemühle fein zermahlen,  
2 g in PP-Zentrifugenröhrchen einwiegen  
Extraktion 8 ml Methanol zugeben, kräftig schütteln (Vortex, 30 sec) 
15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren 
Zentrifugieren bei 2772 x g, 15 min Aufreinigung 
Extrakt (900 µl)  
+ 100 µl Reinstwasser  
2 x 2 ml Hexan zugeben (Vortex, 30 sec),  
Zentrifugieren (1171 x g, 6 min)  
Hexanphase verwerfen 
Nachbereitung Extrakt 30 min bei 60°C in einer Vakuumzentrifuge auf 110 µl 
einengen, in HPLC-Fläschchen überführen, unter einem 
sanften N2-Strom vollständig niedertrocknen und in 150 µl 
HPLC-Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) lösen. 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
Anhand der mittleren Wiederfindungsraten und Standardabweichungen der 
Vorversuche haben sich drei Kombinationen als vorteilhaft erwiesen, dabei handelte 
es sich um die Variante mit Hexan, eine Variante mit Ethylacetat (0,01 M NaOH, 1 M 
HCl) und eine Variante mit TBME (0,13 M NaHCO3, 1 M HCl) als lipophile Phase. 
Diese Varianten sind in Tabelle 10 zusammengefasst. 
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Tabelle 10:  Übersicht über die Flüssig-Flüssig-Trennung mit Hexan, Ethylacetat und TBME  
Methodenschritte Variante Hexan Variante Ethylacetat Variante TBME 
Probenvorbereitung 100 g Getreide mit der Getreidemühle fein zermahlen, 2 g in 50 ml PP-Zentrifugenröhrchen einwiegen 
Extraktion 8 ml Methanol zugeben, kräftig schütteln (Vortex, 30 sec),15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren 
 Zentrifugieren bei 2772 x g, 15 min 
Aufreinigung -entfällt- 2 ml des Extrakts in ein Zentrifugenglas überführen und 30 min bei 
60°C in einer Vakuumzentrifuge auf ca. 100 µl einengen 
 Extrakt (900 µl) mit 100 µl 
Reinstwasser versetzen, 
2 x 2 ml Hexan zugeben, 
kräftig schütteln (Vortex, 30 sec), 
zentrifugieren (1171 x g, 6 min), 
Hexanphase abnehmen und 
verwerfen 
Extrakt mit 1 ml 0,01 M NaOH 
versetzen,  
+ 2 ml Ethylacetat, 
kräftig schütteln (Vortex, 30 sec), 
zentrifugieren (1171 x g, 6 min), 
obere Phase (Ethylacetatphase) 
abnehmen und verwerfen 
Extrakt mit 1 ml 0,13 M NaHCO3 
versetzen,  
+ 2 ml TBME 
kräftig schütteln (Vortex, 30 sec), 
zentrifugieren (1171 x g, 6 min), 
obere Phase (TBME-Phase) 
abnehmen und verwerfen 
 Extrakt 30 min bei 60°C in einer 
Vakuumzentrifuge auf 100 µl 
einengen, in HPLC-Fläschchen 
überführen, mit 200 µl MeOH 
nachspülen, mit dem Extrakt 
vereinen 
+ 1 ml 1 M HCl, 
+ 2 ml Ethylacetat 
kräftig schütteln (Vortex, 30 sec), zentrifugieren (1171 x g, 6 min), 
1 ml von der Ethylacetatphase abnehmen, 
in HPLC-Fläschchen überführen 
Nachbereitung unter einem sanften N2-Strom bei 40°C vollständig niedertrocknen, 
in 150 µl HPLC-Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
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2.1.2.2 Aufreinigung mittels Festphasenextraktion 
Optimierung der Zusammensetzung von Auftrags- und Waschlösung  
Zunächst wurden verschiedene Methanol/Wassergemische (Tabelle 11) als Auftrags- 
und Waschlösung für die polymerbasierten RP-Festphasenkartuschen (strata-X) 
getestet. Diese Testreihen wurden mit matrixfreien Standardlösungen jeweils im 
Doppelansatz durchgeführt. Dabei wurde 1 ml Probenlösung 
(Methanol/Wassergemisch, in welchem 20 ng/ml Citrinin enthalten waren) 
aufgetragen und die Säulen anschließend mit Lösungsmitteln gleicher 
Zusammensetzung gespült. Diese 2 ml (Auftrags- und Waschlösung) wurden 
gemeinsam aufgefangen; ein Aliquot von 100 µl wurde abgenommen, in HPLC-
Fläschchen überführt, unter einem sanften N2-Strom vollständig niedergetrocknet, in 
200 µl HPLC-Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) gelöst und mittels LC-MS 
analysiert.  
Tabelle 11:  Lösungsmittelmischungen zur Überprüfung des Retentionsverhaltens 








Extraktaufbereitung vor der Festphasenextraktion 
Es wurden drei verschiedene Varianten der weiteren Aufbereitung des Rohextrakts 






Material und Methoden Seite 31
 
Tabelle 12: Unterschiedliche Methoden der Extraktaufbereitung vor der Fest-
phasenextraktion 
Vorversuch a Vorversuch b Vorversuch c 
300 µl Rohextrakt 
+ 700 µl Reinstwasser 
2 ml Rohextrakt einengen auf 200 µl (Vakuumzentrifuge) 
+ 800 µl Reinstwasser 
-entfällt- + 2 ml Hexan 
Schütteln, Zentrifugieren 
Hexanphase verwerfen 
1 ml polymerbasierte RP-Festphasenkartuschen: 
Konditionieren:   1 ml MeOH, 1 ml Reinstwasser 
Probenauftrag:   1 ml Extrakt 
Waschen:           1 ml MeOH/Reinstwasser (2/8), 
Eluieren:             1 ml MeOH/Reinstwasser (8/2) 
LC-MS-Analyse (siehe Kapitel 2.6.1) 
 
Festphasenextraktion mittels polymerbasierter RP-Festphasenkartuschen 
Anhand der ersten Ergebnisse der Vorversuche wurde folgende Methode (Tabelle 
13) zum Nachweis von Citrinin in Zerealien entwickelt. Darauf aufbauend wurden 
weitere Optimierungsversuche unternommen. 
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Tabelle 13:  Methode zum Nachweis von Citrinin in Zerealien (Variante a) 
Methodenschritte Beschreibung der Methode 
Probenvorbereitung 100 g Probe mit der Getreidemühle fein zermahlen,  
1 g in PP Zentrifugenröhrchen einwiegen  
Extraktion 8 ml Methanol zugeben, kräftig schütteln (Vortex, 30 sec), 
15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren, 
zentrifugieren (6238 x g, 5 min) 
2 ml vom Überstand abnehmen, in der Vakuumzentrifuge 
auf 200 µl einengen, in Zentrifugengläser überführen, mit 
deionisiertem Wasser (800 µl) auf 1 ml auffüllen 
Flüssig- Flüssig- Extraktion: 
2 x mit je 2 ml Hexan 30 sec vortexen, zentrifugieren 
(6238 x g, 5 min, 20°C), jeweils obere Phase abnehmen 




Konditionieren:  1 ml 100 % MeOH, 1 ml Reinstwasser 
Probenauftrag:  1 ml Extrakt 
Waschen:  1 ml MeOH/Reinstwasser (2/8) 
Eluieren: 1 ml MeOH 
Nachbereitung Das Eluat in der Vakuumzentrifuge bei 60°C auf 0,5 ml 
einengen, in HPLC-Fläschchen überführen, unter einem 
sanften N2-Strom bei 40°C vollständig niedertrocknen, in 
200 µl Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
 
Zur Überprüfung der einzelnen Verfahrensschritte von Variante a wurden von den 
Matrices Haferflocken, Weizen und Mais zusätzlich auch der Rohextrakt, der Extrakt 
nach der Flüssig-Flüssig-Trennung mit Hexan und der vollständig niedergetrocknete 
Rückstand, welcher einem zusätzlichen Hitzestress ausgesetzt wurde, indem er 
weitere 10 min in der Vakuumzentrifuge verblieb (60°C, 1 mbar), mittels LC-MS 
analysiert. Eine weitere überprüfte Variante (b), die auf eine Flüssig-Flüssig-
Trennung verzichtet, ist in Tabelle 14 dargestellt.  
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Tabelle 14: Methode zum Nachweis von Citrinin in Zerealien (Variante b) 
Methodenschritte Beschreibung der Methode 
Probenvorbereitung 100 g Probe mit der Getreidemühle fein zermahlen,  
1 g in PP Zentrifugenröhrchen einwiegen  
Extraktion 6 ml Methanol zugeben, kräftig schütteln (Vortex, 30 sec), 
15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren, zentrifugieren 
(6238 x g, 5 min), 300 µl vom Überstand abnehmen, in 
Zentrifugengläser überführen, mit deionisiertem Wasser 
(700 µl) auf 1 ml auffüllen 
Aufreinigung Festphasenextraktion: 
Konditionieren:  1 ml 100 % MeOH, 1 ml Reinstwasser  
Probenauftrag:  1 ml Extrakt 
Waschen:  1 ml MeOH/ Reinstwasser (2/8) 
Eluieren:  1 ml MeOH/ Reinstwasser (8/2) 
Nachbereitung Das Eluat in der Vakuumzentrifuge bei 60°C auf 0,5 ml 
einengen, in HPLC-Fläschchen überführen, mit 200 µl MeOH 
nachspülen, unter einem sanften N2-Strom bei 40°C 
vollständig niedertrocknen, in 150 µl Fließmittel (Acetonitril/ 
Reinstwasser 4/6) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
 
2.1.2.3 Aufreinigung mittels Immunoaffinitätschromatographie 
Um das Ziel einer Nachweisgrenze von 1 µg/kg auch für sehr komplexe Matrices zu 
erreichen wurden Versuche mit einem IAC-cleanup durchgeführt. Hierbei wurde 
mykologisch unbedenklicher Weizen verwendet, welcher artifiziell mit einem Citrinin-
Standard (25 µg/kg) kontaminiert wurde. 
Von dem methanolischen Extrakt (vergl. Tabelle 4) wurde 1 ml abgenommen und mit 
PBS auf einen Methanolgehalt von 10 % (v/v) eingestellt. Anschließend wurden auf 
die mit 5 ml PBS vorgespülten IAC-Säulen 10 ml des verdünnten Rohextraktes bei 
einer Flussrate von max. 2-3 ml mittels Einmalspritzen aufgetragen. Es folgte ein 
zweiphasiger Waschschritt (5 ml 10 % Methanol/PBS und 5 ml deionisiertes 
Wasser). Daraufhin wurden 5 ml Luft durch die Säulen gepresst, um vorhandene 
Restflüssigkeit vollständig zu entfernen. Die Elution des gebundenen Citrinins 
erfolgte mit 2 ml Methanol. Davon wurde 1 ml abgenommen, in HPLC-Fläschchen 
überführt, unter einem N2-Strom bei 40°C vollständig niedergetrocknet und in 150 µl 
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HPLC-Fließmittel (Acetonitril/Reinstwasser 1/1) gelöst. Die Proben wurden mittels 
LC-MS analysiert (siehe 2.6.1). 
 
2.2 Methodenentwicklung zur Bestimmung von Citrinin in Frucht- und 
Gemüsesäften 
Zur Entwicklung und Optimierung der Nachweismethode von Citrinin in Säften 
wurden verschiedene Vorversuche durchgeführt, die nachfolgend beschrieben 
werden. Die Bewertung der einzelnen Methoden in den Vorversuchen erfolgte nach 
den Kriterien Richtigkeit, Präzision und dem Auftreten von störenden Interferenzen in 
der LC-MS/MS-Analyse. Für diese Vorversuche wurden citrininfreie Saftproben 
artifiziell kontaminiert (c=0,5 ng/ml). Zunächst wurden die Proben in Anlehnung an 
die Methode zur Bestimmung von Citrinin in Zerealien mit MeOH versetzt, 
anschließend zentrifugiert und nach Einstellung eines MeOH Anteils von 30 % auf 
polymerbasierte RP-Festphasenkartuschen aufgetragen (Tabelle 15). 
Tabelle 15: Vorversuch zur Bestimmung von Citrinin in Säften durch Zentrifugation 
und Aufreinigung mit polymerbasierten Festphasenkartuschen 
Methodenschritte Beschreibung der Grundmethode 
Probenvorbereitung 400 µl Saft  
+ 400 µl MeOH 
Vortex (30 sec) 
10 min bei Raumtemperatur stehen lassen 
Zentrifugation 6596 x g, 5 min 
 600 µl abnehmen  
+ 400 µl Reinstwasser 
Aufreinigung  Festphasenextraktion: 
Konditionieren: 1 ml 100 % MeOH, 1 ml Reinstwasser  
Probenauftrag: 1 ml Probe 
Waschen: 1 ml MeOH/ Reinstwasser (2/8) 
Eluieren:  1 ml MeOH/ Reinstwasser (8/2) 
Nachbereitung Das Eluat in der Vakuumzentrifuge bei 60°C auf 0,5 ml 
einengen, in HPLC-Fläschchen überführen, unter Stickstoff 
bei 40°C vollständig niedertrocknen, in 100 µl Fließmittel 
MeOH/Reinstwasser (4/6) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.2 
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Des Weiteren wurde die Eignung der Extraktionsmittel Ethylacetat und 
Dichlormethan zur Extraktion von Citrinin aus Säften überprüft. Die 
Versuchsanordnung ist Tabelle 16 zu entnehmen. 
Tabelle 16:  Methodenbeschreibung der Vorversuche zur Extraktion von Citrinin aus 
Säften 




0, 5 ml Saft/1 N HCl (1/1) 
+ 2 ml Ethylacetat 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 s) 
0, 5 ml Saft/1 N HCl (1/1) 
+ 0,5 ml Dichlormethan 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 s) 
Zentrifugation 693 x g/5 min 
Nachbereitung 1 ml von der oberen Phase 
abnehmen 
250 µl von der unteren 
Phase abnehmen 
 In Reagenzgläser 
überführen, in der 
Vakuumzentrifuge einengen 
(40°C, 10 min) 
-entfällt- 
 In HPLC-Fläschchen überführen, unter einem sanften N2-
Strom bis zur vollständigen Trockene evarporieren; 
in 100 µl MeOH/Reinstwasser (4/6) lösen 
LC-MS/MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.2 
 
In weiteren Vorversuchen wurde untersucht, inwiefern sich eine Änderung der 
Zentrifugationsparameter und eine Variation der Molarität der Salzsäure auf die 
Ergebnisse auswirken. Die Varianten dieser Optimierungsversuche sind in Tabelle 
17 zusammengefasst. 
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Tabelle 17:  Varianten zur Optimierung der Methode Extraktion mit Ethylacetat bei Frucht- und Gemüsesäften I 
Methodenschritte Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4 
Probenvorbereitung 0,5 ml Saft in Zentrifugengläser überführen 
+ 0,5 ml 1 M HCl 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 sec) 
+ 0,5 ml 1 M HCl 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 sec) 
+ 0,5 ml 2 M HCl 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 sec) 
+ 0,5 ml 2 M HCl 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 sec) 
1. Extraktion 
+ 5 ml Ethylacetat, Vortex (30 sec) 
Zentrifugation 2772 x g/5 min 1559 x g/5 min 2772 x g/5 min 1559 x g/5 min 
 Überstand abnehmen, in Reagenzgläser überführen, bei 40°C 25 min in der Vakuumzentrifuge 
einengen 
2. Extraktion + 5 ml Ethylacetat (auf Rückstand), Vortex (30 sec) 
Zentrifugation 2772 x g/5 min 1559 x g/5 min 2772 x g/5 min 1559 x g/5 min 
Nachbereitung Überstand abnehmen, zum 1. Überstand dazugeben, beide Überstände bei 40°C in der 
Vakuumzentrifuge auf 200 µl einengen (25 min), in HPLC-Fläschchen überführen, unter einem sanften 
N2-Strom bis zur vollständigen Trockene evaporieren, in 250 µl MeOH/Reinstwasser (4/6) lösen 
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Zur Optimierung des Analyseverfahrens wurde die Methode Extraktion mit 
Ethylacetat in 3 weiteren Varianten (Tabelle 18) getestet. Bei Variante a wurde mit 
einem 10-fachen Ethylacetatüberschuss (0,5 ml Saft/2 M HCl-Gemisch (1/1) und 5 
ml Ethylacetat) und bei Variante b mit einem 5-fachen Ethylacetatüberschuss (1 ml 
Saft/1 M HCl-Gemisch (1/1) und 5 ml Ethylacetat) extrahiert. Bei Variante c wurde 
ebenfalls mit einem 5-fachen Überschuss an organischem Lösungsmittel extrahiert, 
allerdings wurde die Saftprobe hierbei mit 0,1 M Salzsäure angesäuert. 
Tabelle 18:   Varianten zur Optimierung der Methode Extraktion mit Ethylacetat bei 
Frucht- und Gemüsesäften II 
Methodenschritte Variante a Variante b Variante c 
Probenvorbereitung 0,25 ml Saft in 
Zentrifugengläser 
überführen 
+ 0,25 ml 2 M HCl 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 sec) 
0,5 ml Saft in 
Zentrifugengläser 
überführen 
+ 0,5 ml 1 M HCl 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 sec) 
0,5 ml Saft in 
Zentrifugengläser 
überführen 
+ 0,5 ml 0,1 M HCl 
kräftig schütteln 
(Vortex 30 sec) 
1. Extraktion + 5 ml Ethylacetat 
kräftig schütteln (Vortex 30 sec) 
Zentrifugation 2772 x g/5 min 
 Überstand abnehmen, in Reagenzgläser überführen, in der 
Vakuumzentrifuge bei 40°C 25 min einengen 
2. Extraktion + 5 ml Ethylacetat (auf Rückstand), 
kräftig schütteln (Vortex 30 sec) 
Zentrifugation 2772 x g/5 min 
Nachbereitung 
 
Überstand abnehmen, mit dem 1. Extrakt vereinigen, 
zusammen in der Vakuumzentrifuge bei 40°C 35 min auf 
200 µl einengen (35 min), in HPLC-Fläschchen überführen, 
unter einem sanften N2-Strom bis zur vollständigen 
Trockene einengen, in 250 µl MeOH/Reinstwasser (1/1) 
lösen 
LC-MS/MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.2 
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2.3 Orientierende Untersuchungen zur Stabilität von Citrinin in Fruchtsäften 
Die Stabilität von Citrinin in Apfelsaft wurde in einem Versuchsansatz orientierend 
überprüft. Hierbei wurde die Toxinkonzentration im Saft auf 0,5 ng/ml eingestellt. Das 
gewählte Schema zur Probenentnahme ist in Tabelle 19 angegeben. Die 
Probenaufbereitung erfolgte gemäß der Methode Extraktion mit Ethylacetat 
(Variante b, Tabelle 18).  
Tabelle 19:  Probennahmeschema zum Abbauverhalten von Citrinin in Apfelsaft 
(Extraktion nach artifizieller Kontamination) 







2.4 Bestimmung von Citrinin in asiatischen Lebensmitteln 
Basierend auf den Methoden für Getreide sowie Frucht- und Gemüsesäfte wurden 
die adaptierten Versuchsanordnungen zur Bestimmung von Citrinin in asiatischen 
Lebensmitteln überprüft. Die Sake-Weinproben wurden ohne Vorbereitung direkt 
mittels LC-MS/MS analysiert (siehe Kapitel 2.6.2). Die komplexere Matrix der Saucen 
und Würzpasten wurde mit folgender Methode (Tabelle 20) aufbereitet und 
analysiert. 
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Tabelle 20:  Arbeitsanweisung zum Citrininnachweis in asiatischen fermentierten 
Lebensmitteln 
Methodenschritte  Arbeitsanweisung 
Probenvorbereitung 1 g Probe + 5 ml 1 M HCL  
kräftig schütteln (Vortex 30 sec) 
Extraktion + 5 ml Ethylacetat 
kräftig schütteln (Vortex 30 sec) 
15 min schütteln auf dem Horizontalschüttler 
Zentrifugation 1559 x g, 10 min 
Nachbereitung 2 ml vom Überstand in Zentrifugengläser überführen, in der 
Vakuumzentrifuge auf 200 µl einengen, in HPLC-
Fläschchen überführen, unter einem sanften N2-Strom bis 
zur vollständigen Trockene evaporieren, in 200 µl 
Acetonitril/Reinstwasser (4/6) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.2 
 
2.5 Validierung der Methoden  
Zur Ermittlung der Bestimmbarkeitsgrenzen und Wiederfindungsraten wurden 
Nullproben der jeweiligen Matrices mit Citrininstandard in unterschiedlichen 
Konzentrationsstufen artifiziell kontaminiert. Die Proben wurden gemäß den 
ausgewählten Methoden (vergl. Kapitel 2.7) aufbereitet und mittels LC-MS bzw. LC-
MS/MS analysiert (vergl. Kapitel 2.6). Als Kontrolle dienten die nicht kontaminierten 
Nullproben.  
Zerealien 
Es wurden Getreideproben (Weizen, Hafer, Dinkel, Roggen, Gerste und Hirse), 
sowie Buchweizen-, Mais-, Cornflakes-, und Reisproben mit einer Citrinin-
Standardlösung in 2 Konzentrationsstufen (1µg/kg und 10 µg/kg) versetzt und in 
einem Fünffachansatz (n=5) analysiert. 
Frucht- und Gemüsesäfte 
Für die Untersuchung von Frucht- und Gemüsesäften wurden ebenfalls Nullproben 
artifiziell kontaminiert und im fünffachen Ansatz analysiert. Die eingestellten 
Konzentrationen sind in Tabelle 21 zusammengefasst. Die Analyse erfolgte mittels 
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LC-MS/MS. Als Kontrolle wurden die Nullproben mit dem gleichen Verfahren 
untersucht.  
Tabelle 21:  Konzentrationsstufen der Methodenvalidierung zur Analyse von Citrinin 
in Frucht- und Gemüsesäften 
Probenart Konzentrationsstufen 
[ng/ml] 
Apfelsaft* 0,02; 0,1; 0,5 
Orangensaft* 0,02; 0,1; 0,5 
Traubensaft* 0,02; 0,1; 0,5 
Birnensaft* 0,02; 0,1; 0,5 
Tomatensaft* 0,02; 0,1; 0,5 
Bananensaft* 0,02; 0,1; 0,5 
* Jede Konzentrationsstufe wurde im Fünffachansatz (n=5) untersucht 
Asiatische Lebensmittel 
Zur Überprüfung der Richtigkeit und Präzision der Analysemethode zum 
Citrininnachweis in asiatischen Lebensmitteln wurde eine Hoi-Sin Sauce mit Citrinin 
(10 µg/kg) artifiziell kontaminiert, anhand der in Tabelle 20 beschriebenen Methode 
in einem Dreifachansatz aufbereitet und mittels LC-MS/MS analysiert. Zudem wurde 
eine Reisweinprobe mit Citrininstandardlösung (0,1 ng/ml) versetzt und in einem 
Fünffachansatz mittels LC-MS/MS analysiert. 
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2.6 Massenspektrometrische Bestimmung von Citrinin 
Die Analyse der Probenextrakte erfolgte mittels LC-MS bzw. LC-MS/MS unter den 
nachfolgend beschriebenen Bedingungen.  
 
2.6.1  LC-MS-Analyse der Zerealien 
Die Analyse der Zerealienextrakte wurde mittels LC-MS durchgeführt. Hierbei 
wurden folgende Bedingungen gewählt:  
Tabelle 22:  LC-MS-Parameter zur Analyse von Citrinin in Zerealien 
Injektionsvolumen 50 µl 
Mobile Phase A Reinstwasser  
Mobile Phase B Acetonitril  
Mobile Phase C Reinstwasser/Ameisensäure 95/5 
Ionisation Elektrospray positiv (ESI+) 
Säulentemperatur 30°C 
Aufgezeichnete Ionenmassen m/z 251, 233 
Cone Voltage 30 V (251), 60 V (233) 
Identifizierung Retentionszeit und relative Signalintensität der 
aufgezeichneten Ionenmassen 
Quantifizierung Signalintensität des Quasimolekülions (m/z 251) 
oder des Fragments (m/z 233) der Probe 





Anteil A  
[% der mobilen Phase] 
Anteil B  
[% der mobilen Phase] 
Anteil C  
[% der mobilen Phase] 
Flussrate 
[ml/min] 
0 50 40 10 0,3 
51 30 60 10 0,3 
8 30 60 10 0,3 
10 0 90 10 0,5 
14 50 40 10 0,5 
1linearer Anstieg 
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2.6.2  LC-MS/MS-Analyse der Obst- und Gemüsesäfte sowie der asiatischen 
Lebensmittel 
Die Analyse der Säfte und asiatischen Lebensmittel erfolgte mittels LC-MS/MS. 
Hierbei wurden folgende Bedingungen gewählt: 
Tabelle 23:  LC-MS/MS-Parameter zur Analyse von Citrinin in Fruchtsäften und 
asiatischen Lebensmitteln 
Injektionsvolumen 10 µl 
Mobile Phase A Reinstwasser/5 mM Ammoniumformiat  
Mobile Phase B Methanol/5 mM Ammoniumformiat 
Ionisation Elektrospray negativ (ESI-) 
Säulentemperatur 30°C 
Aufgezeichnete Übergänge m/z 249/205, 249/175 
Identifizierung Retentionszeit und relative Signalintensität der 
aufgezeichneten Ionenmassenübergänge 
Quantifizierung Signalintensität des Fragments m/z 249/175 





Anteil A  
[% der mobilen Phase] 
Anteil B 
[% der mobilen Phase] 
Flussrate 
[ml/min] 
4 (Equilibrierung) 60 40 0,4 
0 60 40 0,4 
81 0 100 0,4 
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2.7 Untersuchung der Handelsproben 
Für den Hauptversuch, die Untersuchung der Handelsproben (Zerealien und 
Fruchtsäfte) auf ihren Citrinin-Gehalt, wurden die in den Tabellen 24 und 25 
beschriebenen Methoden ausgewählt. 
Tabelle 24: Methodenbeschreibung zur Analyse von Citrinin in Zerealien 
Methodenschritte Beschreibung der Methode 
Probenvorbereitung 100 g Probe mit der Getreidemühle fein zermahlen, 
1 g in PP Zentrifugenröhrchen einwiegen 
Extraktion 6 ml Methanol zugeben, kräftig schütteln (Vortex, 30 sec), 
15 min auf dem Horizontalschüttler extrahieren, 
zentrifugieren (6238 x g, 5 min), 300 µl vom Überstand 
abnehmen, in Zentrifugengläser überführen, mit 
deionisiertem Wasser (700 µl) auf 1 ml auffüllen 
Aufreinigung Festphasenextraktion: 
Konditionieren:  1 ml 100 % MeOH, 1 ml Reinstwasser 
Probenauftrag: 1 ml Extrakt 
Waschen: 1 ml MeOH/ Reinstwasser (2/8) 
Eluieren: 1 ml MeOH/ Reinstwasser (8/2) 
Nachbereitung Das Eluat in der Vakuumzentrifuge bei 60°C auf 0,5 ml 
einengen, in HPLC-Fläschchen überführen, mit 200 µl 
MeOH nachspülen, unter einem sanften N2-Strom bei 40°C 
vollständig niedertrocknen, in 150 µl Fließmittel (Acetonitril/ 
Reinstwasser 4/6) lösen 
LC-MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.1 
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Tabelle 25: Methodenbeschreibung zur Analyse von Citrinin in Frucht- und 
Gemüsesäften 
Methodenschritte Beschreibung der Methode 
Probenvorbereitung 0,5 ml Saft in Zentrifugengläser überführen, 
+ 0,5 ml 1 M HCl 
kräftig schütteln (Vortex 30 sec) 
1. Extraktion + 5 ml Ethylacetat 
kräftig schütteln (Vortex 30 sec) 
Zentrifugation 2772 x g/5 min 
 Überstand abnehmen, in Reagenzgläser überführen, in der 
Vakuumzentrifuge bei 40°C 25 min einengen 
2. Extraktion + 5 ml Ethylacetat (auf Rückstand), kräftig schütteln (Vortex 
30 sec) 
Zentrifugation 2772 x g/5 min 
Nachbereitung 
 
Überstand abnehmen, mit dem 1. Extrakt vereinigen, 
zusammen in der Vakuumzentrifuge bei 40°C 35 min auf 
200 µl einengen (35 min), in HPLC-Fläschchen überführen, 
unter einem sanften N2-Strom bis zur vollständigen 
Trockene einengen, in 250 µl MeOH/Reinstwasser (1/1) 
lösen 
LC-MS/MS-Analyse Siehe Kapitel 2.6.2 
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D Ergebnisse 
Im Folgenden werden zunächst die Ergebnisse der Vorversuche zum Nachweis von 
Citrinin in Zerealien, Frucht- und Gemüsesäften und asiatischen Lebensmitteln 
dargestellt. Des Weiteren werden die Ergebnisse der Methodenvalidierung sowie der 
Untersuchungen zum Vorkommen des Mykotoxins zusammengefasst und 
besprochen. 
 
1 Nachweis und Bestimmung von Citrinin mittels ESI-MS bzw. –MS/MS 
Single Quadrupole (FISONS INSTRUMENTS VG, Platform II) 
Die Auswertung der LC-MS-Chromatogramme (Abbildung 2) ergab, dass Citrinin 
mittels LC-MS (ESI+) in Zerealienproben sensitiv nachgewiesen werden kann. Die 
Identifizierung erfolgte anhand der Retentionszeit (Gradientenprogramm: 6,5 min) 
und der dominanten Ionenmassen m/z 251 [M+H+] und m/z 233 [M+H-H2O]. Weitere 
Fragmente wurden unter den angewandten Bedingungen (Cone Voltage 30 - 100 V) 
nur in sehr geringem Umfang gebildet (Abbildung 3) und daher nicht zur qualitativen 
und quantitativen Auswertung herangezogen. 
Die Quantifizierung erfolgte durch den Vergleich der Signalintensität der Ionenmasse 
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Abbildung 2: LC-MS-Chromatogramme (m/z 251) einer Standardlösung (5 ng/ml, 
oben) und einer Citrinin-haltigen Maismehlprobe (4,4 µg/kg, unten) 
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Triple Quadrupole (API 3200, Applied Biosystems) 
Die Auswertung der LC-MS/MS-Chromatogramme (Abbildung 4) ergab, dass Citrinin 
mittels LC-MS/MS (ESI-) sehr sensitiv in Fruchtsäften nachgewiesen werden kann. 
Die Identifizierung erfolgte anhand der Retentionszeit (Gradienten-
programm: 4,6 min) und der relativen Signalintensität der aufgezeichneten 
Ionenmassenübergänge (m/z 249/205, 249/175). Die Quantifizierung erfolgte durch 
den Vergleich der Signalintensität des Fragments m/z 249/175 mit der eines 
externen Citrininstandards.  
XIC of -MRM (2 pairs): 249,1/174,9 amu from Sample 1 (Std 1 ng/ml) of Val. Tomate o. EA v. 121205051221.wiff (Turbo Spray), SG Smoothed (... Max. 264,6 cps.
















XIC of -MRM (2 pairs): 249,1/174,9 amu from Sample 10 (490 b2) of Val. Birne o. EA v. 30.11.05051221.wiff (Turbo Spray), SG Smoothed (21), S... Max. 39,7 cps.





















Abbildung 4:  LC-MS/MS-Chromatogramme (m/z 249/175) einer Standardlösung 
(1 ng/ml, oben) und einer mit Citrinin artifiziell kontaminierten 
Apfelsaftprobe (c: 0,1 ng/ml, unten) 
 
Ergebnisse                                                                                                                   Seite                              48
2 Vorversuche zur Bestimmung von Citrinin in organischen Matrices 
2.1 Zerealien 
Zunächst werden die Resultate der Extraktionsversuche und der Versuche zur 
Probenaufreinigung dargestellt.  
 
2.1.1 Extraktion  
Die Ergebnisse der orientierend durchgeführten Untersuchungen zum Vergleich der 
Mikrowellen-unterstützten Extraktion (Microwave-Accelerated-Solvent-Extraction, 
MASE) gegenüber der konventionellen Extraktion auf dem Horizontalschüttler sind in 
Tabelle 26 zusammengefasst. Die Wiederfindungsraten zeigten dabei eine 
vergleichbare Richtigkeit der Ergebnisse. Da aber die Mikrowellen-unterstützte 
Extraktion einerseits teilweise eine geringere Präzision der Resultate 
(Standardabweichung der Wiederfindungsraten) erkennen lies, andererseits der 
Arbeitsaufwand für diese Methode höher ist, wurde in den weiteren Versuchen auf 
diese Technik verzichtet.  
Tabelle 26:   Richtigkeit der Analysen nach Extraktion von Citrinin aus Zerealien mit 
verschiedenen Extraktionsmethoden 
Extraktionsmittel Extraktionsmethode Wiederfindungsrate [Mittelwert ± s (%); n=3] 
MeOH Mikrowelle 69,1 ± 9,6 
MeOH Horizontalschüttler 70,4 ± 1,4 
MeOH/Reinstwasser (7/3) Mikrowelle 30,9 ± 3,7 
MeOH/Reinstwasser (7/3) Horizontalschüttler 30,4 ± 3,7 
* Mittelwerte von jeweils 3 Wiederholungen 
 
In weiteren Vorversuchen wurden verschiedene Lösungsmittel auf ihre Eignung zur 
Extraktion von Citrinin aus Zerealien getestet. Hierbei zeigten sich erhebliche 
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Tabelle 27: Richtigkeit der Analysen nach Extraktion von Citrinin mit verschiedenen 
Extraktionsmitteln bei Zerealien (c=50 µg/kg) 
Extraktionsmittel Wiederfindungsrate 
[Mittelwert ± s (%); n=3] 
Methanol 84,1 ± 2,8 
Methanol/Reinstwasser (7/3) 30,9 ± 3,7 
Methanol/Reinstwasser/Essigsäure 98 % (7/3/1) 20,1 ± 6,5 
Acetonitril/Reinstwasser/Essigsäure 98 % (21/4/1) 18,1 ± 4,0 
Toluol/Ethylacetat/Ameisensäure 100 % (7/3/1) 45,5 ± 21,0 
Chloroform/Methanol (2/8) 43,2 ± 20,4 
HCl/Ethylacetat (1/2) + (NaHCO3) 52,0 ± 33,6 
 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde Methanol als Extraktionsmittel ausgewählt. 
 
2.1.2 Aufreinigung  
Zur Aufreinigung der Probenextrakte standen verschiedene Methoden zur Auswahl. 




Die Ergebnisse der Vorversuche zur Extraktion von Citrinin aus diversen Säuren mit 
Ethylacetat bzw. Dichlormethan sind in Tabelle 28 dargestellt. Aus den erzielten 
Wiederfindungsraten ist ersichtlich, dass sich Ethylacetat in diesem Fall besser 
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Tabelle 28: Mittlere Wiederfindungsraten von Citrinin nach Extraktion aus Säuren 
mit Dichlormethan oder Ethylacetat  
Methodenschritte 
Wiederfindungsrate 
[Mittelwert aus 2 Einzelwerten]  
Gelöst in: 1 ml 0,1 % o-Phosphorsäure 
Ausgefällt mit: 200 µl Dichlormethan 
29,9 
Gelöst in: 1 ml 1 % Essigsäure 
Ausgefällt mit: 200 µl Dichlormethan 
35,5 
Gelöst in: 1 ml 0,1 % Essigsäure 
Ausgefällt mit: 200 µl Dichlormethan 
34,2 
Gelöst in: 1 ml 1 M HCl 
Ausgefällt mit: 200 µl Dichlormethan 
38,1 
Gelöst in: 1 ml 0,1 % o-Phosphorsäure 
Ausgefällt mit: 1 ml Ethylacetat 
96,2 
Gelöst in: 1 ml 1 % Essigsäure 
Ausgefällt mit: 1 ml Ethylacetat 
102,8 
Gelöst in: 1 ml 0,1 % Essigsäure 
Ausgefällt mit: 1 ml Ethylacetat 
100,7 
Gelöst in: 1 ml 1 M HCl 
Ausgefällt mit: 1 ml Ethylacetat 
142,0 
 
Die Ergebnisse der Vorversuche zur Flüssig-Flüssig-Trennung zeigten hohe Verluste 
des Mykotoxins bei den meisten Varianten (Tabelle 29). 
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Tabelle 29: Wiederfindungsraten von Citrinin in den einzelnen Phasen bei 
verschiedenen Varianten der Flüssig/Flüssig-Aufreinigung von 
Weizenextrakten  
Wiederfindungsrate 









(0,13 M NaHCO3/TBME/1 %Essigsäure) 
3,9 41,8 n.n. 
Variante B 
(0,13 M NaHCO3/Ea/1 %Essigsäure) 
27,9 22,0 n.n. 
Variante C 
(0,13 M NaHCO3/TBME/1 M HCl) 
4,2 n.n. 26,2 
Variante D 
(0,13 M NaHCO3/Ea/1 M HCl) 
30,3 n.n. 13,5 
Variante E 
(0,01 M NaOH/TBME/1 %Essigsäure) 
n.n. n.n. 15,1 
Variante F 
(0,01 M NaOH/Ea/1 %Essigsäure) 
11,7 13,2 17,8 
Variante G 
(0,01 M NaOH/TBME/1 M HCl) 
n.n. n.n. 35,8 
Variante H 
(0,01 M NaOH/Ea/1 M HCl) 
13,8 n.n. 20,5 
Variante I 
(0,001 M NaOH/TBME/1 %Essigsäure) 
n.n. n.n. 35,2 
Variante J 
(0,001 M NaOH/Ea/1 %Essigsäure) 
n.n. n.n. 26,2 
Variante K 
(0,001 M NaOH/TBME/1 M HCl) 
n.n. n.n. 30,4 
Variante L 
(0,001 M NaOH/Ea/1 M HCl) 
5,7 n.n. 18,1 
 
Mit der Aufreinigung mit Hexan (Variante M) wurde dagegen eine mittlere 
Wiederfindungsrate von 79,2 % erreicht. 
Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde die Validität von drei Methoden zur 
Extraktion und Aufreinigung von Citrinin in Weizen überprüft (Tabelle 10). Diese 
zeigten dabei eine zufrieden stellende Richtigkeit und Präzision der Ergebnisse 
Ergebnisse                                                                                                                   Seite                              52
(Tabelle 30). Dabei traten insbesondere bei der Flüssig-Flüssig-Trennung mit Hexan 
keine zusätzlichen Verluste des Analyten nach der Extraktion auf. Allerdings war hier 
auch der Aufreinigungseffekt gegenüber den anderen Verfahren am geringsten. Die 
Aufreinigung mit Ethylacetat lieferte einen optisch reineren Extrakt.  
Tabelle 30: Mittlere Wiederfindungsraten von Citrinin (c=50 µg/kg) in Weizen nach 
der Aufreinigung mit verschiedenen Verfahren 
Aufreinigungsmethode Wiederfindungsrate 
[Mittelwert ± s (%); n=3] 
Hexan 85,9 ± 2,6 
Ethylacetat (0,01 M NaOH/1 M HCl) 62,4 ± 2,2 
TBME (0,13 M NaHCO3/1 M HCl) 57,6 ± 5,4 
 
2.1.2.2 Aufreinigung mittels Festphasenextraktion 
Zur Extraktaufreinigung über polymerbasierte Festphasenkartuschen wurden 
verschiedene Vorversuche durchgeführt, deren Ergebnisse in diesem Kapitel 
dargestellt sind. 
Lösungsmittelmischungen 
Die Wiederfindungsraten in Abhängigkeit von der Lösungsmittelzusammensetzung 
zum Auftrag und zur Elution sind in Tabelle 31 dargestellt. Anhand dieser Resultate 
wurde eine Zusammensetzung der Auftrags- und Waschlösung von 20/80 
(MeOH/Reinstwasser) und ein Methanolanteil von > 80 % in der Elutionslösung für 
die weiteren Versuche gewählt. 
Tabelle 31: Einfluss der Lösungsmittelzusammensetzung auf die Elution von 
Citrinin in der Festphasenextraktion (strata-X) 
Methanol/Reinstwasser Wiederfindungsrate 
[Mittelwert ± s (%); n=3] 
5/95 0 
20/80 0 
40/60 49.9 ± 4.7 
60/40 76.5 ± 14.1 
80/20 88.0 ± 7.2 
100/0 75.0 ± 3.2 
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Extraktaufbereitung  
Es wurden drei verschiedene Methoden der Extraktaufbereitung überprüft. Wie aus 
Tabelle 32 hervorgeht, konnte mit der Methode Vorversuch c eine mittlere 
Wiederfindungsrate von 67,7 % erreicht werden. Hierbei wurden vom Rohextrakt 
2 ml abgenommen, diese auf ca. 200 µl eingeengt, mit deionisiertem Wasser auf 
1 ml aufgefüllt und eine Flüssig-Flüssig-Trennung mit Hexan durchgeführt. 
Tabelle 32: Einfluss unterschiedlicher Methoden der Extraktbehandlung vor der 
Aufreinigung mit polymerbasierten Festphasenkartuschen auf die 
Wiederfindung von Citrinin in Zerealien (c=50 µg/kg) 
Vorversuch* Wiederfindungsrate 
[Mittelwert ± s (%); n=3] 
Vorversuch a 36,2 ± 2,7 
Vorversuch b 58,1 ± 3,7 
Vorversuch c 67,7 ± 15,8 
*Details siehe Tabelle 12 
 
Aufgrund der durchschnittlichen Wiederfindungsraten dieser beiden Vorversuche 
wurde für die Aufreinigung der Probenextrakte über polymerbasierte 
Festphasenkartuschen die in Tabelle 13 beschriebene Versuchsanordnung 
ausgewählt.  
Eine Lösungsmittelzusammensetzung und -menge von 1 ml 80/20 MeOH/Reinst-
wasser erwies sich als ausreichend um Citrinin von den polymerbasierten 
Festphasenkartuschen zu eluieren. Höhere MeOH-Anteile führten zu keiner 
Erhöhung der Wiederfindungsraten. Andererseits könnten aber durch eine 
Begrenzung des MeOH-Anteils Matrixeffekte bei der LC-MS-Analyse reduziert 
werden. 
Optimierungsversuche zur Aufreinigung über polymerbasierte Festphasenkartuschen  
Bei Anwendung der aus den Vorversuchen, die mit Weizenextrakten bzw. 
Standardlösungen durchgeführt wurden, resultierenden Methode auf andere zu 
analysierende Matrices zeigte sich, dass hierbei die Richtigkeit der Ergebnisse 
teilweise (insbesondere bei Mais) erheblich niedriger war. Aus diesem Grund wurden 
zur weiteren Optimierung der Methode diverse weitere Vorversuche durchgeführt. 
Hierbei wurde überprüft, inwieweit diese Verluste aus bestimmten 
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Verfahrensschritten (Flüssig-Flüssig-Trennung mit Hexan, Einengung des Eluats in 
der Vakuumzentrifuge) resultierten. Die Ergebnisse aus diesen Versuchen sind in 
Tabelle 33 dargestellt. Offensichtlich ging ein Anteil des Citrinins matrixabhängig bei 
der Flüssig-Flüssig-Trennung mit Hexan verloren. Besonders deutlich sind diese 
Verluste bei Mais zu sehen. Die Einengung des Eluats mit der Vakuumzentrifuge 
führte dagegen erst dann zu einer Reduzierung der Wiederfindungsraten, wenn der 
vollständig getrocknete Rückstand noch längere Zeit (10 min) den 
Evaporationsbedingungen (60°C, 1 mbar, „Hitzestress“) ausgesetzt wurde.  
Tabelle 33: Einfluss der verschiedenen Methodenschritte auf die Wiederfindungs-
raten der Analyse von Citrinin in Zerealien (c=50 µg/kg) 
















Haferflocken 90,7 ± 8, 2 80,7 ± 6,2 66,7 ± 5,3 65,3 ± 6,8 51,3 ± 4,1 
Weizen 93,3 ± 1,9 68,0 ± 2,4 66,7 ± 5,3 74,7 ± 12,5 56,7 ± 6,6 
Mais 78,7 ± 1,9 40,0 ± 1,6 33,3 ± 6,6 38,0 ± 13,1 39,3 ± 8,2 
 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die in Tabelle 13 beschriebene Methode 
dahingehend modifiziert (Tabelle 14), dass auf eine Flüssig-Flüssig-Trennung 
verzichtet wurde. 
 
2.1.2.3 Aufreinigung mittels Immunoaffinitätssäulen 
Die Aufreinigung mit Immunoaffinitätssäulen zeigte nur geringe Toxinverluste bei der 
Bestimmung von Citrinin in Weizen. Es konnten Wiederfindungsraten von 
durchschnittlich 98,4 % erreicht werden. Die Methode erwies sich also als sehr gut 
geeignet für Bestätigungsanalysen. Auch könnte dieses Verfahren als alternative 
oder zusätzliche Aufreinigung bei komplexen Matrices eingesetzt werden.  
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2.2 Frucht- und Gemüsesäfte 
2.2.1 Ergebnisse der Vorversuche 
Zur Entwicklung einer geeigneten Methode zum Nachweis von Citrinin in Frucht- und 
Gemüsesäften wurden verschiedene Vorversuche durchgeführt. 
Die Citrininbestimmung in Säften nach Aufreinigung mittels Zentrifugation und 
Festphasenextraktion wurde an unterschiedlichen Säften in 3 Dotierungsstufen (0,02; 
0,1; 0,5 ng/ml) überprüft. Die Resultate sind in Tabelle 34 zusammengefasst.  
Tabelle 34:   Präzision der Analysen von Citrinin in Frucht- und Gemüsesäften 
(c=0,02; 0,1; 0,5 ng/ml) nach Zentrifugation und Festphasenextraktion  
Probenart Konzentrationsstufen von Citrinin [ng/ml] 
Wiederfindungsrate 
[Mittelwert ± s (%); n=5] 
Durchschnittliche 
Wiederfindungsrate 
[Mittelwert ± s (%)] 
Apfelsaft 0,02 n.n.  
 0,1 n.n.  
 0,5 n.n. n.n. 
Orangensaft 0,02 n.n.  
 0,1 26,4 ± 1,6  
 0,5 28,3 ± 2,6 27,3 ± 1,3 
Traubensaft 0,02 n.n.  
 0,1 n.n.  
 0,5 6,5 ± 5,4 6,5 ± 5,4 
Birnensaft 0,02 54,2 ± 10,1  
 0,1 61,1 ± 7,9  
 0,5 55,4 ± 6,2 56,9 ± 3,7 
Tomatensaft 0,02 n.n.  
 0,1 38,1 ± 2,4  
 0,5 29,7 ± 1,8 33,9 ± 5,9 
Ananassaft 0,02 n.n.  
 0,1 33,0 ± 1,7  
 0,5 33,7 ± 2,9 33,4 ± 0,5 
 
Die Ergebnisse des Versuchsansatzes zur Ermittlung eines geeigneten organischen 
Extraktionsmittels sind in Tabelle 35 zusammengefasst. Die mittlere Wiederfindungs-
rate der Ergebnisse aller untersuchten Säfte lag nach der Extraktion mit Ethylacetat 
bei 48,1 % ± 15,9 % und nach der Extraktion mit Dichlormethan bei 39,1 % ± 7,2 %. 
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Tabelle 35:  Präzision der Analysen von Citrinin in Frucht- und Gemüsesäften 
(c=0,5 ng/ml) nach der Extraktion mit verschiedenen organischen 
Lösungsmitteln 
Probenart Extraktion mit Ethylacetat Wiederfindungsrate [%] 
Extraktion mit Dichlormethan 
Wiederfindungsrate [%] 
Mandarinensaft 28,4 29,4 
Tomatensaft 37,5 31,2 
Birnensaft 68,6 47,2 
Bananensaft 39,7 40,4 
Ananassaft 48,0 40,8 
Apfel-Birne 70,7 48,1 
Orangensaft 43,7 36,9 
Mittelwert ± s 48,1 ± 15,9 39,1 ± 7,2 
 
Aufgrund der niedrigen Wiederfindungsraten bei bestimmten Matrices (u.a. 
Orangensaft) wurde untersucht, inwieweit durch Variation der Versuchsbedingungen 
eine höhere Richtigkeit der Analysenmethode erreicht werden konnte. Hierzu wurden 
sowohl die Bedingungen der Zentrifugation als auch die Molarität der Salzsäure 
variiert (Tabelle 17). Die mittleren Wiederfindungsraten konnten hierdurch allerdings 
nicht signifikant gesteigert werden (vergl. Tabelle 36).  
Tabelle 36: Präzision der Analysen von Citrinin in Orangensaft (c=5 ng/ml) nach 
verschiedenen Bedingungen für die Zentrifugation und die Ansäuerung 
Variante Wiederfindungsrate (Mittelwert ± s [%]; n=3) 
Variante 1 (2772 x g; 1 M HCl) 39,5 ± 7,2 
Variante 2 (1559 x g; 1 M HCl) 40,7 ± 10,6 
Variante 3 (2772 x g; 2 M HCl) 39,0 ± 1,1 
Variante 4 (1559 x g; 2 M HCl) 37,2 ± 1,1 
 
Die Ergebnisse der Vorversuche der Analysenmethoden zum Citrininnachweis in 
Säften durch Extraktion mit Ethylacetat (Variante a und c) sind in den Tabellen 37 
und 38 zusammengefasst. Die Wiederfindungsraten variierten zwischen 12,2 % und 
72,5 %. Die Ergebnisse der Variante b sind in Kapitel 2.3 (Tabelle 40) aufgeführt. 
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Tabelle 37: Präzision und Richtigkeit der Analysenmethode Extraktion mit 
Ethylacetat zum Nachweis von Citrinin in Frucht- und Gemüsesäften 
(c=5 ng/ml, Variante a) 
Probenart Wiederfindungsrate (Mittelwert ± s [%]; n=5] 
Orangensaft 12,2 ± 6,0 
Traubensaft 31,8 ± 5,3 
Birnensaft 72,5 ± 6,9 
Tomatensaft 28,2 ± 12,9 
Ananassaft 41,0 ± 5,7 
 
Tabelle 38: Präzision und Richtigkeit der Analysenmethode Extraktion mit 
Ethylacetat zum Nachweis von Citrinin in Frucht- und Gemüsesäften 
(c=0,5 ng/ml, Variante c) 
Probenart Wiederfindungsrate 
[Mittelwert ± s (%); n=3] 
Orangensaft 19,1 ± 3,7 
Tomatensaft 45,5 ± 7,6 
 
2.2.2 Orientierende Untersuchungen zur Stabilität von Citrinin in Apfelsaft 
In den bei Raumtemperatur gelagerten Apfelsaftproben wurde das zugesetzte 
Citrinin, wie aus Abbildung 5 ersichtlich, stetig abgebaut. Nach 7 Tagen waren nur 
noch 5,5 % von ursprünglichen 36,6 % nachweisbar. Citrinin erwies sich also in 
Apfelsaft als relativ instabil.  















































Abbildung 5:  Abbauverhalten von Citrinin in Apfelsaft bei Raumtemperatur (20°C) 
 
2.3 Methodenvalidierung 
Für die entwickelten Methoden wurden folgende Bestimmbarkeitsgrenzen sowie 
Kennzahlen zur Präzision und Richtigkeit der Analyse von Citrinin in verschiedenen 
Probenmatrizes ermittelt. 
Zerealien 
Die durchschnittlichen Wiederfindungsraten von artifiziell kontaminierten Zerealien, 
welche gemäß der Methode zum Nachweis von Citrinin in Zerealien (Tabelle 24) in 
einem Fünffachansatz aufbereitet und mittels LC-MS analysiert wurden, sind in 
Tabelle 39 zusammengefasst. Anhand der Wiederfindungsraten ist ersichtlich, dass 
diese Methode sehr unterschiedlich gut für den Citrininnachweis geeignet ist. Die 
mittleren Wiederfindungsraten der niedrigsten Konzentrationsstufe (1 µg/kg) lagen je 
nach Matrix zwischen 106,8 % und 18,1 %. Die Bestimmbarkeitsgrenze, definiert als 
die geringste Analytenkonzentration, die mit bestimmter Richtigkeit und Präzision 
validiert wurde, lag in den meisten Fällen bei 1 µg/kg. Lediglich bei den Matrices 
Mais und Hirse beeinträchtigten in wenigen Fällen auftretende Interferenzen die 
Auswertung der Chromatogramme. Bei der Matrix Hirse war aufgrund dessen eine 
genaue Bestimmung der niedrigen Konzentration nicht möglich, so dass die 
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Bestimmbarkeitsgrenze hier bei 10 µg/kg lag.  
 
Tabelle 39: Richtigkeit und Präzision der Analysenmethode zum Citrininnachweis in 
Zerealien 
Probenart Konzentration 1 µg/kg WfR (Mittelwert ± s [%]; n=5) 
Konzentration 10 µg/kg 
WfR (Mittelwert ± s [%]; n=5) 
Weizen 75,6 ± 15,5 42,4 ±6,4 
Mais 64,8 ± 2,4 49,2 ± 9,9 
Cornflakes 69,6 ± 6,1 81,6 ± 12,4 
Dinkel 52,8 ± 4,5 73,2 ± 2,4 
Roggen 106,8 ± 25,6 77,6 ± 1,3 
Grünkern 50,4 ± 5,4 13,0 ± 5,4 
Gerste 49,2 ± 10,3 64,8 ± 5,9 
Hirse 18,1 ± 1,2 28,6 ± 3,2 
Buchweizen 64,8 ± 5,9 55,5 ± 7,1 
Hafer 73,2 ± 2,4 70,8 ± 5,0 
Reis 93,6 ± 4,8 47,4 ± 3,1 
 
Frucht- und Gemüsesäfte 
Die durchschnittlichen Wiederfindungsraten von artifiziell kontaminierten Saftproben, 
welche gemäß der in Tabelle 25 beschriebenen Methode in einem Fünffachansatz 
aufbereitet wurden und mittels LC-MS/MS analysiert wurden sind in Tabelle 40 
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Tabelle 40: Richtigkeit und Präzision der Analysenmethode zum Citrininnachweis in 
Frucht- und Gemüsesäften (Extraktion mit Ethylacetat Variante b) 
Probenart Konzentrationsstufen 
von Citrinin [ng/ml] 
Wiederfindungsrate 




(Mittelwert ± s [%]) 
Apfelsaft 0,02 68,1 ± 27,9  
 0,1 65,2 ± 14,6  
 0,5 70,6 ± 5,6 68,0 ± 2,7 
Orangensaft 0,02 18,0 ± 11,3  
 0,1 19,8 ± 4,2  
 0,5 20,9 ± 1,6 19,6 ± 1,5 
Traubensaft 0,02 25,1 ± 6,3  
 0,1 30,6 ± 0,9  
 0,5 28,6 ± 1,3 28,1 ± 2,8 
Birnensaft 0,02 62,8 ± 16,8  
 0,1 49,7 ± 7,0  
 0,5 60,0 ± 2,2 57,5 ± 6,9 
Tomatensaft 0,02 30,5 ± 6,5  
 0,1 38,5 ± 2,6  
 0,5 39,2 ± 2,4 36,1 ± 4,8 
Bananensaft 0,02 69,6 ± 3,7  
 0,1 67,6 ± 5,0  
 0,5 72,9 ± 2,3 70,0 ± 2,7 
 
Asiatische Lebensmittel 
Die Richtigkeit und Präzision der Analysenmethode zum Citrininnachweis in 
asiatischen Lebensmitteln ist in Tabelle 41 dargestellt. Die Bestimmbarkeitsgrenze 
für Saucen und Gewürzpulver lag bei 10 µg/kg, für Reiswein bei 0,1 ng/ml. 
Tabelle 41: Richtigkeit und Präzision der Analysenmethode zum Citrininnachweis in 
asiatischen Lebensmitteln 
Probenart Konzentrationsstufe von 
Citrinin [µg/kg bzw. l] 
Wiederfindungsrate 
(Mittelwert ± s [%]; n=5) 
Hoi-Sin Sauce 10 25,3 ± 1,6 
Reiswein 0,1 36,2 ± 9,3 
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3 Vorkommen von Citrinin in Nahrungsmitteln 
3.1 Zerealien  
Bei der Analyse der 380 Proben aus dem Bereich Zerealien konnten in 5 Proben 
(1,3 %) Spuren unterhalb der Bestimmbarkeitsgrenze von 1 µg/kg nachgewiesen 
werden. Bei 7 (1,8 %) der untersuchten Proben lag der Citriningehalt oberhalb der 
Bestimmbarkeitsgrenze von 1 µg/kg, der höchste Gehalt wurde in einer 
Roggenmehlprobe mit 10,9 µg/kg gemessen (Tabelle 42). 
Tabelle 42: Citrinin-Gehalte in Zerealien 
Probenart Form Proben- 
anzahl 
Positive Proben 
n               [%] 
Citrinin [µg/kg] 
   x           Bereich 
Weizen Körner 15 ― ― ― n.n. 
 Grieß 11 ― ― ― n.n. 
 Flocken 5 ― ― ― n.n. 
 Mehl 27 ― ― ― n.n. 
 Kleie 13 ― ― ― n.n. 
 Keime 1 ― ― ― n.n. 
 Pops 1 ― ― ― n.n. 
Hafer Körner 12 ― ― ― n.n. 
 Flocken 21 ― ― ― n.n. 
 Kleie 5 ― ― ― n.n. 
 Grütze 1 ― ― ― n.n. 
Roggen Körner 14 ― ― ― n.n. 
Roggen Schrot 1 ― ― ― n.n. 
 Flocken 4 ― ― ― n.n. 
 Mehl 19 4 21,0 5,6 1,2-10,9 
Hirse Körner 17 ― ― ― n.n. 
 Flocken 4 ― ― ― n.n. 
 Mehl 3 ― ― ― n.n. 
Dinkel Körner 16 ― ― ― n.n. 
 Schrot 1 ― ― ― n.n. 
 Gequetscht 2 ― ― ― n.n. 
 Grütze 1 1 100 0,1 0,1 
 Dinkelino 1 ― ― ― n.n. 
 Flocken 6 ― ― ― n.n. 
 Mehl 17 ― ― ― n.n. 
 Kleie 1 ― ― ― n.n. 
 Flakes 1 ― ― ― n.n. 
 Grieß 2 1 50 0,6 0,6 
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Fortsetzung Tabelle 42: Citrinin-Gehalte in Zerealien 
Probenart Form Proben- 
anzahl 
Positive Proben 
n               [%] 
Citrinin [µg/kg] 
   x           Bereich 
Gerste Körner 9 1 11 1,4 1,4 
 Graupen 7 ― ― ― n.n. 
 Flocken 3 ― ― ― n.n. 
 Grütze 2 ― ― ― n.n. 
 Mehl 1 ― ― ― n.n 
Grünkern Körner 17 ― ― ― n.n. 
 Schrot 1 ― ― ― n.n. 
 Mehl 1 ― ― ― n.n. 
Mais Körner 8 ― ― ― n.n. 
 Grieß 22 1 4,5 0,5 0,5 
 Mehl 22 4 18 1,7 0,7-4,4 
 Cornflakes 17 ― ― ― n.n. 
Kamut Körner 4 ― ― ― n.n. 
 Grieß 2 ― ― ― n.n. 
 Mehl 2 ― ― ― n.n. 
 Flocken 1 ― ― ― n.n. 
Einkorn Körner 2 ― ― ― n.n. 
 Flocken 1 ― ― ― n.n. 
Emmer Körner 1 ― ― ― n.n. 
5-Korn Flocken 1 ― ― ― n.n. 
6-Korn Flocken 1 ― ― ― n.n. 
Kritharaki  1 ― ― ― n.n. 
Reis  13 ― ― ― n.n. 
Buchweizen Körner 11 ― ― ― n.n. 
 Grütze 1 ― ― ― n.n. 
 Flocken 2 ― ― ― n.n. 
 Mehl 4 ― ― ― n.n. 
 Flakes 1 ― ― ― n.n. 
 
3.2 Frucht- und Gemüsesäfte 
Die Untersuchung der Frucht- und Gemüsesäfte wurde gemäß der in Tabelle 25 
beschriebenen Methode durchgeführt. Trotz der sehr niedrigen Bestimmbarkeits-
grenze von 0,02 ng/ml konnte in keiner der untersuchten Proben Citrinin detektiert 
werden.  
 
3.3 Asiatische Lebensmittel 
In keinem der untersuchten asiatischen Lebensmittel war Citrinin nachzuweisen. 
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E Diskussion 
Citrinin ist ein nephrotoxisches Mykotoxin. Es kann von verschiedenen Schimmelpilz-
Spezies der weitverbreiteten Gattungen Penicillium, Aspergillus und Monascus 
gebildet werden. Obwohl schon seit langem bekannt (Hetherington & Raistrick, 
1931), liegen allerdings bisher noch relativ wenige Daten über das natürliche 
Vorkommen von Citrinin vor. Hierzu könnte seine Instabilität im Lebensmittel, aber 
auch Schwierigkeiten beim analytischen Nachweis beigetragen haben. Ziel dieser 
Arbeit war es daher zunächst, Methoden zum Nachweis von Citrinin in pflanzlichen 
Lebensmitteln, insbesondere in Getreide- und Getreideprodukten, Obst- und 
Gemüsesäften sowie asiatischen Lebensmitteln, zu entwickeln. Die Besprechung der 
Auswahl und Optimierung dieser Methoden soll daher hier vorangestellt und im 
Folgenden die Ergebnisse zum Vorkommen von Citrinin in Lebensmitteln sowie 
deren mögliche Folgen für die Gesundheit der Konsumenten diskutiert werden. 
Für den Citrininachweis in Zerealien wurde zuerst ein geeignetes Lösungsmittel zur 
Extraktion ermittelt. Aus einer Vielzahl von Extraktionslösungen erwies sich hier 
reines Methanol als am besten geeignet, da hiermit die höchsten 
Wiederfindungsraten bei gleichzeitig geringen Matrixeffekten erzielt wurden. Zur 
Aufreinigung wurde eine Umkehrphasen-Festphasenextraktion auf polymerbasiertem 
Säulenmaterial gewählt; eine Flüssig-Flüssig-Trennung mit Hexan vor der 
Festphasenextraktion führte bei einigen Matrices zu stark reduzierten 
Wiederfindungsraten, es wurde daher auf diesen Aufreinigungsschritt verzichtet.  
Demgegenüber erwies sich eine Aufreinigung über Immunoaffinitätssäulen als sehr 
gut geeignet gegebenenfalls eine höhere Richtigkeit der Ergebnisse sowie niedrigere 
Bestimmbarkeitsgrenzen von Citrinin insbesondere bei sehr komplexen organischen 
Matrices zu erreichen. Das bei der flüssigkeitschromatischen Auftrennung von 
Citrinin-haltigen Extrakten auf RP-C18-Säulen häufig auftretende „Tailing“ (Dick et al., 
1988, Wilson, 1994), war bei den angewandten HPLC-Bedingungen nur im geringen 
Umfang zu beobachten. Hierzu könnte die geringe Silanolaktivität sowie ein niedriger 
Metallgehalt des verwendeten Säulenmaterials beigetragen haben.  
Bei der Analyse von Citrinin in Zerealien konnten aufgrund der gewählten 
Extraktions- und Aufreinigungsverfahren sowie den Parametern der LC-MS-Methode 
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nur selten die Bestimmung störende interferierende Substanzen beobachtet werden. 
Aus diesem Grund wurde in den meisten Matrices eine Bestimmbarkeitsgrenze von 
1 µg/kg erreicht. Lediglich bei den Matrices Mais und Hirse beeinträchtigten in 
wenigen Fällen auftretende Interferenzen die Auswertung der Chromatogramme.  
Zur Analyse der Frucht- und Gemüsesäfte wurde Ethylacetat aufgrund der 
gegenüber Dichlormethan höheren Wiederfindungsraten zur Extraktion aus einer 
stark angesäuerten wässrigen Phase ausgewählt. Die Extraktion wurde zur 
Steigerung der Präzision und Richtigkeit der Analysen zweimal mit einem Fünffachen 
Ethylacetatüberschuss durchgeführt. Ein signifikanter Anstieg der Wiederfindungs-
raten gegenüber einer einfachen Extraktion konnte hiermit allerdings ebenso wenig 
erzielt werden wie durch die Erhöhung der Extraktionsmittelmenge auf einen 10- 
fachen Überschuss. Auch eine Variation der Zentrifugationsbedingungen konnte 
keine signifikanten Unterschiede in den Ergebnissen bewirken. Teilweise (z.B. beim 
Orangensaft) sanken die Wiederfindungsraten bei der Validierung der 
Nachweismethode gegenüber den Vorversuchen sogar ab. Dies könnte 
möglicherweise auf die nachgewiesene Instabilität von Citrinin im Lebensmittel sowie 
an eine Bindung an im Saft vorhandene Schwebstoffe zurückzuführen sein. So 
waren insgesamt in „klaren“ Säften (Apfel-, Birnen-) höhere Wiederfindungsraten zu 
erzielen als in „trüben“ (Tomaten-, Orangensaft). Insgesamt jedoch erwies sich die 
entwickelte Methode zur selektiven und sensitiven Bestimmung von Citrinin in Säften 
als geeignet. Die Bestimmbarkeitsgrenze von 0,02 ng/ml kann im Hinblick auf die 
geringe akute Toxizität von Citrinin (Betina, 1989) als ausreichend angesehen 
werden. 
Für die komplexe Gruppe der asiatischen Lebensmittel wurden matrixabhängig die 
Methoden für Zerealien, Frucht- und Gemüsesäfte adaptiert. Die Überprüfung der 
Richtigkeit und Präzision der Analysemethode anhand von Saucen und Würzpasten 
lieferte zufrieden stellende Ergebnisse. Dasselbe gilt für die Analyse der Sake-
Weinproben, welche ohne weitere Aufbereitung mittels LC-MS/MS analysiert wurden. 
Ein für die einzelnen Probenarten optimiertes Analyseverfahren hätte hier vermutlich 
zu einer weiteren Verbesserung der Methodenkennzahlen geführt; aber auch in 
diesem Fall kann die Bestimmbarkeit von Citrinin vor dem Hintergrund des toxischen 
Potenzials dieser Verbindung als hinreichend sensitiv angesehen werden.    
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In der vorliegenden Arbeit wurden Zerealien aus dem Einzelhandel auf ihre 
Belastung mit Citrinin untersucht, um die daraus möglicherweise resultierende 
Gefährdung der Verbrauchergesundheit beurteilen zu können. In diesen Proben 
konnte Citrinin lediglich in 7 Proben mit Gehalten über 1 µg/kg bestimmt werden, 
wobei der höchste Gehalt in einer Roggenmehlprobe 10,9 µg/kg betrug; in weiteren 5 
Proben wurden Spuren von unter 1 µg/kg nachgewiesen. In den übrigen Proben 
(97 %) konnte kein Citrinin detektiert werden. Zudem wurden 100 Frucht- und 
Gemüsesäfte sowie 5 asiatische Lebensmittel analysiert. Auch hier war das 
Mykotoxin nicht nachweisbar. Insgesamt konnte also trotz einer sensitiven Analytik 
lediglich in 2,5 % der 485 untersuchten Proben Citrinin bestimmt werden. 
Ungeachtet der geringen Frequenz der Nachweisbarkeit müssen diese Daten jedoch 
vor dem Hintergrund des toxischen Potenzials dieses Mykotoxins betrachtet werden. 
Die akute Toxizität von Citrinin ist relativ niedrig; die LD50-Werte variieren je nach 
Tierart und Applikationsform. Sie liegen bei Ratten nach intraperitonealer und bei 
Mäusen nach subkutaner Verabreichung bei 67 bzw. 35 mg/kg KGW, bei 
Meerschweinchen nach subkutaner Applikation bei 37 mg/kg und bei Kaninchen 
nach intravenöser Verabreichung bei 19 mg/kg (Hanika und Carlton, 1994). Auch 
subletale Dosierungen führten in Tierversuchen erst bei höherer Toxingabe zu 
akuten Krankheitserscheinungen, so traten bei Untersuchungen an jungen Hunden 
der Beaglerasse klinisch bzw. pathologisch-histologisch diagnostizierbare Symptome 
einer Nierenerkrankung erst ab Konzentrationen von 20 oder 40 mg Citrinin/kg KGW 
(i.p.) auf. Tiere, denen täglich 6 Wochen lang per os bis zu 5 mg Citrinin/kg KGW 
verabreicht wurde, blieben dagegen klinisch unauffällig und entwickelten auch keine 
Nierenläsionen (Carlton et al., 1974). Bei Kaninchen bedingte eine perorale 
Citriningabe von 120 mg bzw. 67 mg Citrinin/kg KGW Nierenversagen und 
pathohistologische Veränderungen der proximalen Tubuli (Hanika et al., 1984 und 
1985). Teratogene und embryotoxische Effekte konnten bei Ratten nach einer 
einmaligen Citrinindosis von 35 mg/kg KGW (s.c.) zwischen dem 3. und dem 15 
Gestationstag beobachtet werden (Reddy et al. 1982). Derartige Effekte sind durch 
die in den Proben detektierten Citriningehalte in der Humanernährung nicht zu 
erwarten, denn selbst bei Aufnahme einer Portion von 200 g der in diesem Versuch 
höchstbelasteten Probe läge die Dosierung um einen Faktor von 105 (Erwachsener, 
70 kg KGW, Toxingehalt um analytische Wiederfindungsrate korrigiert) unter der im 
oben beschriebenen Tierversuch (Carlton et al., 1974) symptomlosen Toxingabe. 
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Zweifellos ist diese Modellrechung nicht mit einer fundierten Risikobewertung 
gleichzusetzen, da jedoch einerseits für diese Kalkulation die höchste im 
Lebensmittel gemessene Konzentration herangezogen wurde, andererseits der 
errechnete Faktor den bei nicht kanzerogenen Mykotoxinen üblichen 
Sicherheitsfaktor zur Festlegung des „tolerable daily intake“ (TDI) von 100 um das 
1000fache übertrifft, ist aufgrund dieser Daten nicht von einer Gefährdung der 
Verbrauchergesundheit durch den Verzehr Citrinin-belasteter Lebensmittel 
auszugehen. 
Für die in dieser Untersuchung, auch im Vergleich zu den bisher vorliegenden Daten 
zur Citrininbelastung von Lebensmitteln, sehr niedrigen messbaren 
Toxinkonzentrationen gibt es diverse Erklärungsmöglichkeiten. Zum einen wurde 
möglicherweise in den untersuchten Lebensmitteln bzw. den zugrunde liegenden 
Rohstoffen a priori kaum Citrinin gebildet. Da die zu den Lagerpilzen zählenden 
Gattungen Penicillium und Aspergillus sich nur unter suboptimalen 
Lagerbedingungen (Luftfeuchtigkeit von mind. 70 %, aw: 0,75-0,85 und 
Temperaturoptimum: 20-30°C; Frank, 1992) entwickeln, könnte so aufgrund von 
allgemein guten Lagerbedingungen des Verzehrsgetreides nur in wenigen Fällen 
Citrinin produziert worden sein. Außerdem kann es auch bei der Lagerung von 
Feldfrüchten zum Abbau von Citrinin kommen. Der entscheidende Parameter hierfür 
ist der Wassergehalt. Es ist bekannt, dass der Abbau von Citrinin umso schneller 
erfolgt, je höher der Wassergehalt der Produkte ist (Harwig et al. 1977). Da Citrinin 
zudem relativ hitzeempfindlich ist und dessen Abbau bereits bei Temperaturen von 
60-70 °C einsetzt (Scott, 1984) kann weiterhin eine in der Lebensmittelverarbeitung 
angewandte Hitzeeinwirkung, wie zum Beispiel beim Pasteurisieren von Säften oder 
der Herstellung von Cornflakes, ursächlich für die niedrigen Citriningehalte gewesen 
sein. Außerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass in den jeweiligen Matrices 
enthaltene Enzyme zum Citrininabbau beigetragen haben. Desweiteren gilt Citrinin 
als relativ instabil in wässrigen Lebensmitteln. Diese Hypothese wurde bereits 1977 
von Harwig et al. aufgestellt und konnte durch den hier durchgeführten 
Stabilitätsversuch von Citrinin in Apfelsaft (Abbildung 4) bestätigt werden. Der 
nachweisbare Citriningehalt sank dabei innerhalb von 7 Tagen von anfangs 36,6 % 
auf 5 % der dotierten Toxinmenge. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, 
dass dieser Rückgang der nachweisbaren Menge nicht auf einen Abbau, sondern auf 
eine Bindung des Toxins an Probenmatrixbestandteile zurückzuführen ist. Auch eine 
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Umwandlung von Citrinin in eine ebenfalls toxische Verbindung wäre denkbar. 
Da Citrinin von verschiedenen Monascus-Stämmen gebildet werden kann (Blanc et 
al., 1995a) und mit Monascus spp. fermentierter Reis (Angkak) als natürlicher 
Farbstoff bei der Herstellung asiatischer Nahrungsmittel wie Miso-Pasten, roter Tofu 
und Hoi-Sin Sauce verwendet wird (Vollbrecht, 1989), wurden auch diese 
Lebensmittel stichprobenartig auf ihren Citriningehalt untersucht. Da aber von der 
sehr begrenzten Anzahl an untersuchten Proben (n=5) weder bekannt war, ob diese 
überhaupt diesen Zusatzstoff enthielten und außerdem davon ausgegangen werden 
kann, das viele der zu diesem Zweck eingesetzten Monascus-Stämme, in 
Abhängigkeit von ihrer genetischen Abstammung und den Bedingungen bei der 
Kultivierung, Citrinin gar nicht oder nur in geringem Umfang bilden (Blanc et al., 
1995b, Sabater-Vilar et al., 1999, Wang et al., 2005) kann aus dem negativen 
Toxinnachweis in diesem Fall nicht auf die allgemeine Cirtrininbelastung derartiger 
Nahrungsmittel geschlossen werden. 
Allgemein lässt sich aber aufgrund der bisherigen Ergebnisse eine Beeinträchtigung 
des Gesundheitszustandes des Menschen durch den Verzehr der in dieser Studie 
untersuchten Lebensmittel weitestgehend ausschließen. Zudem ist davon 
auszugehen, dass vorhandenes Citrinin unter den üblichen Koch- und 
Backbedingungen abgebaut wird.  
Zwar ist nur unzureichend geklärt, inwieweit das Zusammenwirken verschiedener 
Mykotoxine und anderer toxischer Komponenten im Lebensmittel zu einer 
Verstärkung der Effekte führen kann; so wurden additive bzw. synergistische 
toxikologische Wirkungen bisher lediglich für Citrinin und Ochratoxin A in sehr hohen 
Dosierungen beschrieben (CREPPY ET AL., 1980; VESELA ET AL., 1983, MAYURA ET AL., 
1984; KANISAWA, 1984, HEUSSNER ET AL., 2005). Zudem liegen keine Daten bezüglich 
der Auswirkungen einer Langzeitexposition von Mensch und Tier gegenüber 
geringen Citrinindosen vor. Angesichts der im Vergleich zu einer wirksamen 
Einzeldosis äußerst geringen in Lebensmitteln auftretenden Mengen lässt sich aber 
auch unter Berücksichtigung dieser Aspekte ein Gefährdungspotential durch Citrinin 
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F Zusammenfassung 
Über das Vorkommen der nephrotoxischen Substanz Citrinin liegen bisher im 
Vergleich zu anderen Aspergillus- und Penicilliumtoxinen relativ wenige Daten vor. 
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie pflanzliche Lebensmittel, 
insbesondere Getreide- und Getreideprodukte, Obst- und Gemüsesäfte, sowie in 
geringem Umfang asiatische Lebensmittel aus dem Einzelhandel auf ihre Belastung 
mit Citrinin untersucht, um die daraus möglicherweise resultierende Gefährdung der 
Verbrauchergesundheit beurteilen zu können. Hierzu waren zunächst geeignete 
Analysemethoden zu entwickeln. 
Bei der Analyse von Citrinin in Zerealien konnte aufgrund der gewählten Extraktions- 
und Aufreinigungsverfahren sowie dem Einsatz der LC-MS eine 
Bestimmbarkeitsgrenze von 1 µg/kg erreicht werden. Insbesondere das zum 
Nachweis von Citrinin in Obst- und Gemüsesäften angewandte LC-MS/MS-Verfahren 
erwies sich zur selektiven und sensitiven Bestimmung dieses Mykotoxins als gut 
geeignet; hier lag die Grenze der Bestimmbarkeit bei 0,02 µg/l. In Zerealien war 
Citrinin lediglich in 12 von 380 Proben (3,2 %) mit Gehalten zwischen 0,1 und 10,9 
µg/kg nachweisbar; in 100 untersuchten Frucht- und Gemüsesäften sowie in 5 
analysierten asiatischen Lebensmitteln konnte das Mykotoxin nicht detektiert werden. 
Für diese sehr niedrigen messbaren Toxinkonzentrationen könnte das 
termperaturabhängige Abbauverhalten von Citrinin in Zerealien einerseits sowie die 
Instabilität in wässrigen Lebensmitteln andererseits verantwortlich sein. 
Allgemein lässt sich aufgrund der Ergebnisse eine Beeinträchtigung des 
Gesundheitszustandes des Menschen durch den Verzehr der in dieser Studie 
untersuchten Lebensmittel weitestgehend ausschließen. 
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G Summary 
Occurrence and detection of citrinin in foodstuffs of vegetable origin 
While Aspergillus- and Penicilliumtoxins are relatively well documented, few facts are 
available on the existence of the nephrotoxic substance citrinin. For that reason, this 
study examined the level of citrinin-contamination found in food of vegetable origin 
sold through retail trade. Focusing on cereals and cereal-products, fruit- and 
vegetable juices, as well as a small amount of Asiatic food, the objective of the 
analysis was to determine in what respect a possible contamination might represent 
a potential danger to consumers health. In order to achieve this, a suitable method of 
analysis had to be developed first.   
Because of both the chosen extraction- and purification-procedure and the use of the 
LC-MS, it was possible to attain a limit of quantification of 1 µg/kg during the analysis 
of the ctitrinin content in the cereal samples. The LC-MS/MS-procedure proved to be 
especially suitable for the selective and precise quantification of this mycotoxin in 
fruit- and vegetable juices, enabling a 0,02 µg/l limit of quantification.  
With contents ranging between 0,1 and 10,9 µg/kg, citrinin could only be detected in 
12 out of 380 cereal-samples (3,2 %). The mycotoxin could not be determined in the 
100 analyzed fruit- and vegetable juices or in the five analyzed samples of Asiatic 
origin. The cause of these very low concentrations of measured toxin could be both 
the temperature induced decomposition of citrinin in cereals and the instability of 
citrinin in liquid foods.   
In general, the findings in this study indicate that the consumption of the analyzed 
food stuff will not cause any significant impairment on the human state of health.   
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